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RESUME 
 
 
Malgré les progrès réalisés dans le domaine de la transplantation d’organes, le rejet chronique 
vasculaire reste la principale cause de perte du greffon à long terme, et une des principales causes de 
mortalité chez les patients transplantés. Cette pathologie se caractérise par un remodelage vasculaire 
appelé artériosclérose de greffe ou vasculopathie de transplantation (VT) au niveau des artères du 
greffon, entrainant progressivement une perte de fonction de l’organe greffé. La prolifération et la 
migration des cellules vasculaires, en particulier des cellules musculaires lisses (CML) présentes dans 
la paroi des artères, participent au développement de la VT. Ces phénomènes induisent une 
obstruction lente, progressive et irréversible des artères du greffon participant ainsi au rejet chronique 
de greffe. Les anticorps produits par le patient, dirigés contre les molécules HLA du greffon, seraient 
une cause majeure de la VT. Cependant les mécanismes d’action de ces anticorps ne sont pas bien 
connus et, de fait, les traitements sont actuellement peu efficaces pour prévenir la VT et améliorer la 
survie des patients greffés. Les anticorps anti-HLA pourraient agir directement sur les cellules 
vasculaires via l’activation de voies de signalisation dont l’étude et la caractérisation permettraient de 
mieux comprendre les mécanismes cellulaires impliqués dans le développement de la VT. 
 
Le but de la thèse est d’étudier comment les anticorps anti-HLA induisent la prolifération et la 
migration des CML des artères du greffon. Nous nous sommes intéressés à une voie de signalisation 
de stress, mise en évidence dans l’équipe, qui met en jeu séquentiellement les métalloprotéases MT1-
MMP et MMP-2, la sphingomyélinase neutre de type 2 (nSMase2) et la sphingosine kinase 1 (SK1). 
Notre hypothèse est que les anticorps anti-HLA, en se liant aux molécules HLA à la surface des CML 
des artères du greffon, activent cette voie, induisant ainsi la prolifération et la migration des CML. 
Notre étude porte sur l’implication de cette voie dans la VT, qui a été abordée avec des approches in 
vitro (lignées de CML humaine) et in vivo, avec un modèle pré-clinique de xénogreffe chez la souris 
immunodéficiente SCID/beige, greffée avec des artères mésentériques humaines en place de l’aorte 
abdominale. L’injection intraveineuse hebdomadaire d’anticorps anti-HLA à ces souris pendant 5 
semaines permet de créer une réaction immunitaire humorale ayant pour conséquence le 
développement de la VT spécifiquement au niveau du greffon humain. 
 
Dans une première partie, nous avons démontré que les anticorps anti-HLA ont un effet 
prolifératif sur les CML humaines in vitro via une augmentation de l’activité de MT1-MMP, MMP-2 
et nSMase2. Les inhibiteurs pharmacologiques des MMP et de nSMase limitent le développement de 
la VT induite par les anticorps anti-HLA in vivo. 
Dans une deuxième partie, nous avons étudié le rôle de SK1 et de la sphingosine-1-phosphate 
(S1P). Les anticorps anti-HLA activent SK1 dans les CML humaines. A l’aide d’inhibiteurs de SK1, 
S1P et de récepteurs de S1P (S1P1 et S1P3), nous avons montré que ces acteurs moléculaires 
participent à la prolifération ainsi qu’à la migration des CML induites par les anticorps anti-HLA in 
vitro. In vivo, les anticorps anti-HLA induisent une augmentation de la concentration plasmatique de 
S1P et l’utilisation des inhibiteurs pharmacologiques de S1P et de S1P1 permet de prévenir la VT 
induite par les anticorps anti-HLA, confirmant ainsi le rôle majeur de S1P dans cette pathologie. 
Dans une troisième partie, nous avons étudié les effets des anticorps anti-CMH sur des CML 
murines. Nous avons montré qu’ils stimulent la prolifération et la migration des CML via l’activation 
de SK1, la phosphorylation de ERK1/2 et une augmentation de l’expression de S1P3. Nous avons en 
perspective la mise au point d’un nouveau modèle de VT induite par des anticorps anti-CMH chez la 
souris. 
 
Nos travaux ont permis de mettre en évidence de nouvelles cibles thérapeutiques susceptibles 
de prévenir la VT. Le développement de nouveaux traitements associés aux immunosuppresseurs 
devrait permettre d’améliorer le taux de survie des greffons à long terme et la santé des patients 
transplantés. 
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ABSTRACT 
  
 
Considerable progress has been made in organ transplantation over the past three decades 
reducing the rate of acute rejection in transplanted patients. However, chronic vascular rejection, or 
graft arteriosclerosis, or transplant vasculopathy (TV), still represents the main cause of late graft 
failure and limits the long-term success of organ transplantation. TV is characterized by a diffuse, 
concentric and progressive intimal hyperplasia of the graft arteries, resulting in arterial stenosis and 
chronic ischemia, leading finally to the loss of the grafted organ. Intimal hyperplasia results from the 
proliferation and migration of vascular cells, particularly smooth muscle cells (SMC), which leads to a 
slow, progressive and irreversible obstruction of the arteries and finally to chronic graft rejection. The 
pathogenesis of TV is only partly understood, and involves both cellular and humoral immune 
responses. The role of the humoral immune response is supported by the fact that donor-specific 
antibodies towards HLA class I are increased in transplanted patients, and may play a role in TV 
development and long-term allograft rejection. The signaling mechanisms evoked by anti HLA 
antibodies, are still unknown. 
 
The aim of my thesis is to study how anti-HLA antibodies trigger SMC proliferation and 
migration. We were particularly interested in studying the involvement of a stress-induced mitogenic 
mechanism, implicating sequentially metalloproteinases MT1-MMP and MMP-2, the neutral 
sphingomyelinase type 2 (nSMase2) and sphingosine kinase 1 (SK1). Our hypothesis is that anti-HLA 
antibodies, via their binding to HLA molecules at SMC surface, may induce cell proliferation and 
migration by activating this pathway. This hypothesis was tested using in vitro approaches 
(immortalized human SMC established from mesenteric arteries), and an in vivo model of xenograft 
consisting in immunodeficient SCID/beige mice grafted with mesenteric arteries in place of the 
abdominal aorta, and injected with anti HLA antibodies for 5 weeks, this leading to the development 
of TV in the human graft. 
 
In a first part, we demonstrated that anti-HLA antibodies stimulate the proliferation of human 
SMC via the activation of MT1-MMP, MMP-2 and nSMase2. Pharmacological inhibitors of MMP 
and nSMase decreased TV induced by anti-HLA antibodies in vivo. 
In a second part, we investigated the role of SK1 and sphingosine-1-phosphate (S1P). Anti-
HLA antibodies induce an increase of SK1 activity in human SMC in vitro. Using SK1, S1P and S1P 
receptors (S1P1 and S1P3) inhibitors, we showed that they are involved in SMC proliferation and 
migration induced by anti-HLA antibodies. In vivo, anti-HLA antibodies induce an increase of S1P in 
the plasma of grafted immunodeficient SCID/beige mice, while the use of S1P and S1P1 
pharmacological inhibitors prevents TV development in the animals, confirming the key-role of S1P 
in this pathology. 
In a third part, we studied the effect of anti-MHC antibodies on murine SMC. They stimulate 
proliferation and migration of SMC. SK1 and S1P are involved in the mitogenic and migratory 
signaling evoked by anti-MHC antibodies on SMC, which also involves the phosphorylation of 
ERK1/2 and an increase of S1P3 expression. In perspective, we develop a new model of TV induced 
by anti-MHC antibodies in mice. 
 
These studies highlight the existence of new therapeutic targets involved in TV, and relevant 
for preventing this pathology. The development of new treatments should allow to improve the rate of 
graft survival and long-term health of transplant patients. 
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PARTIE I  REVUE GENERALE 
 
CHAPITRE 1 LA VASCULOPATHIE DE TRANSPLANTATION  
 
I- GENERALITES SUR LA TRANSPLANTATION 
 
La transplantation consiste à remplacer un organe défaillant par un organe fonctionnel de 
façon à corriger la perte de fonction. Elle est indiquée en cas de défaillance terminale 
d’organes tels que le rein, le cœur, le poumon, le foie.  
L’optimisation des techniques chirurgicales, l’amélioration des méthodes de conservation et 
la mise en place de traitements immunosuppresseurs permettant de prévenir les rejets ont fait 
de la transplantation d’organes une thérapie de choix permettant d’améliorer la qualité de vie 
et d’augmenter l’espérance de vie des patients atteints de pathologies, jusque là, incurables. 
Avec le vieillissement et les maladies chroniques, le recours à la transplantation a augmenté, 
et on observe depuis plusieurs années une pénurie d’organes disponibles. En France, plusieurs 
centaines de personnes décèdent chaque année faute de greffon. 
Les termes de transplantation et greffe sont souvent utilisés de façon interchangeable, même 
si le terme de transplantation est généralement utilisé lorsqu’il y a un rétablissement de la 
continuité vasculaire entre l’organe du donneur et le système vasculaire du receveur. Le terme 
de greffe est utilisé, le plus souvent, lors de transfert de tissus tels que la peau, la cornée, la 
moelle osseuse. 
On distingue plusieurs types de transplantation en fonction de la relation donneur/receveur et 
du site d’implantation de l’organe. Quand la greffe est qualifiée d’autologue, le donneur et le 
receveur correspondent au même individu. Dans le cas d’une greffe syngénique, le donneur et 
le receveur sont génétiquement identiques (jumeaux monozygotes par exemple). Lors d’une 
greffe allogénique, le donneur et le receveur sont génétiquement différents mais appartiennent 
à la même espèce. C’est dans ce cadre-là qu’a généralement lieu la transplantation d’organes 
au sens commun du terme. Dans le cas de la greffe xénogénique, le donneur et le receveur 
n’appartiennent pas à la même espèce. De plus, la transplantation est dite orthotopique 
lorsque l’organe est disposé chez le receveur dans la position anatomique qu’il occupait chez 
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le donneur. Si l’organe est implanté chez le receveur à une position différente de celle 
présentée par le donneur, il s’agit d’une transplantation hétérotopique. 
 
II- LES REJETS DE GREFFE 
 
Malgré des progrès considérables effectués lors des dernières décennies, de nombreux 
obstacles s’opposent à la réussite de la transplantation. Le principal d’entre eux est le système 
immunitaire du receveur qui va mettre en place un rejet immunologique du greffon 
allogénique de manière à le détruire. Le greffon va être reconnu comme du non-soi à cause de 
l’existence des antigènes de transplantation, aussi appelés antigènes d’histocompatibilité, qui 
représentent une carte d’identité biologique propre à chaque individu dans une espèce. 
 
1) Les antigènes de transplantation 
 
Les principaux antigènes de transplantation chez l’homme sont les antigènes du système ABO 
et les antigènes du système HLA (human leucocyte antigen). Les antigènes mineurs sont des 
peptides polymorphes présentés par les molécules HLA. 
 
a- Le système ABO 
 
Les gènes responsables du système ABO présentent plusieurs allèles. En fonction des allèles 
exprimés, différents marqueurs, A, B ou O, vont être présents à la surface des cellules 
hématopoïétiques, notamment des érythrocytes, et de l’endothélium vasculaire. La 
transplantation d’un organe ABO incompatible peut entraîner un rejet du greffon dû, 
notamment, à la présence d’anticorps chez le receveur qui vont créer des dommages sur les 
cellules endothéliales du greffon. De ce fait, la plupart des transplantations se font entre deux 
personnes ABO compatibles. Un organe d’un donneur de groupe O peut être transplanté chez 
tous les receveurs, tandis qu’un organe d’un donneur de groupe A peut être transplanté chez 
des receveurs de groupe A et AB, mais pas chez les receveurs de groupe O et B. Un organe 
d’un donneur de groupe B peut être transplanté chez des receveurs de groupe B et AB, mais 
pas chez les receveurs de groupe O ou A. Un organe de groupe AB peut seulement être 
transplanté chez les receveurs de même groupe (AB). Cependant, il est possible de réaliser 
des transplantations, notamment hépatique ou rénale, ABO incompatibles en préparant le 
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greffon (perfusion de molécules anti-coagulantes) et le receveur (aphérèse, splénectomie) de 
manière particulière de façon à limiter le rejet. 
 
b- Le système HLA 
 
Il est appelé ainsi chez l’homme mais est plus généralement appelé CMH (complexe majeur 
d’histocompatibilité) chez d’autres espèces. Ce système est gouverné par des gènes codant 
pour trois types de protéines dites de classe I, II et III. Ces molécules HLA permettent 
d’éduquer le système immunitaire à distinguer le soi du non-soi. 
 
 
 
Figure 1. Gènes et protéines du CMH de classe I chez l’homme et chez la souris 
Le système du CMH de classe I est sous la gouvernance de plusieurs gènes. Dans une population, plusieurs 
allèles sont exprimés. Chez un individu, les deux allèles présents sont exprimés de manière co-dominante. Par 
exemple, un homme peut exprimer HLA A2/A29 et B44/B51. De nombreux haplotypes existent chez la souris 
tels que b, d, q, r, s. Une souris d’haplotype b exprime H-2 Kb, Db et Lb. C’est le cas des souris C57BL/6. 
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- Les molécules HLA de classe I 
Les gènes de classe I sont présents au niveau de plusieurs loci. Les gènes des loci A, B et C 
(Figure 1) codent pour des protéines présentes à la surface de presque tous les types 
cellulaires de l’organisme. Ils codent pour des protéines formées d’une chaine dite α 
possédant une partie cytoplasmique très réduite, une partie transmembranaire et une partie 
extracellulaire organisée en 3 domaines : α1 et α2 sont très polymorphes et α3 n’est pas 
polymorphe. La chaine α s’associe de manière non-covalente à la β2 -microglobuline à la 
surface cellulaire (Figure 2). L’hétérodimère ainsi formé est stable. Il sert à la présentation de 
peptides d’origine intracellulaire qui sont clivés dans le cytosol par le protéasome. Les 
chaînes α1 et α2 forment la poche à peptide dans laquelle le peptide vient se loger. Les 
molécules HLA de classe I présentent des peptides aux lymphocytes T CD8+. Le récepteur 
des lymphocytes T (TCR) interagit directement avec les molécules HLA et le peptide. Cette 
liaison est stabilisée par l’intermédiaire de la molécule CD8 qui se lie avec la partie non 
polymorphe de la molécule HLA. 
Les gènes des loci E, F, G et H sont moins polymorphes et les protéines pour lesquelles ils 
codent ne sont exprimées qu’à la surface de certaines cellules telles que les cellules 
hépatiques et les cellules rénales. La fonction de ces protéines reste encore mal définie. La 
plus connue est HLA-G qui est impliquée dans la tolérance fœto-maternelle. 
Situé à proximité du locus HLA-B, un gène codant pour MIC-A (major histocompatibility 
complex class I related chain A). Cette glycoprotéine est présente à la surface des cellules 
endothéliales, des cellules dendritiques et des fibroblastes mais n’est pas exprimée par les 
lymphocytes. Le polymorphisme de cette protéine fait que, lors d’une transplantation, des 
anticorps anti-MICA peuvent être produits par le receveur et jouer un rôle dans le rejet. 
 
- Les molécules HLA de classe II 
Les gènes de classe II codent pour des protéines exprimées à la surface des cellules 
présentatrices d’antigènes seulement (les cellules dendritiques, les monocytes/macrophages, 
les lymphocytes B). Ils sont repartis en trois groupes principaux (DR, DQ, DP). Les 
molécules HLA de classe II sont des hétérodimères composés d’une chaîne α et d’une chaîne 
β. Chaque chaîne comprend une partie cytoplasmique, une partie transmembranaire et une 
partie extracellulaire composée de deux domaines liés de manière non covalente : α1 et α2 
pour la chaîne α puis β1 et β2 pour la chaîne β. C’est au niveau des domaines α1 et β1 que le 
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peptide à présenter va s’enchâsser (Figure 2). Les peptides présentés par ces molécules ont 
généralement une origine extracellulaire. Ils sont internalisés par endocytose. Les molécules 
HLA de classe II permettent la présentation de peptides aux lymphocytes T CD4+. 
 
 
Figure 2. Molécules CMH de classe I et II au niveau de la membrane plasmique 
La chaîne α des molécules de classe I comporte trois domaines dont α1 et α2 qui sont polymorphes et vont 
constituer la poche à peptide. Son association de manière non covalente à la β2microglobuline permet la 
stabilisation de la molécule. Les molécules de classe II sont constituées par l’assemblage de deux chaînes, une 
appelée α et l’autre appelée β, chacune formée de deux domaines. α1 et surtout β1 sont polymorphes et vont 
ensemble former la poche à peptide (D’après Matthieu Simon, Cours-Pharmacie). 
 
- Les molécules HLA de classe III :  
Les gènes de classe III forment un ensemble hétérogène de gènes qui codent pour des 
protéines impliquées ou non dans le fonctionnement du système immunitaire. Certaines 
protéines appartenant au système du complément sont codées par ces gènes. 
 
c- Les antigènes mineurs 
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Ce sont des fragments peptidiques issus de la dégradation de protéines dont les gènes 
présentent un polymorphisme. Ils sont présentés par les molécules HLA de classe I et II. Ces 
antigènes ne jouent pas un rôle déterminant dans la transplantation d’organe. 
 
Le polymorphisme de ces antigènes fait qu’il est extrêmement peu probable qu’il y ait une 
compatibilité totale entre deux individus pris au hasard. Cette probabilité est augmentée 
lorsque les sujets sont apparentés mais demeure très faible. 
 
2) Les différents types de rejet de greffe 
 
On distingue trois grands types de rejet de greffe qui se caractérisent par leur moment de 
survenue plus ou moins précoce après la transplantation, par les mécanismes 
physiopathologiques mis en jeu et par les types de lésions constituées au niveau du greffon. 
Dans tous les cas, ils peuvent aboutir à la perte de fonction de l’organe transplanté. 
 
a- Le rejet hyperaigu 	  
Il se manifeste durant les heures qui suivent la transplantation sous la forme d’un infarctus du 
greffon liée à une thrombose des vaisseaux du greffon suivie de la nécrose de l’organe. Il est 
dû à des anticorps pré-existants chez le receveur dirigés contre les antigènes de 
transplantation HLA portés par le greffon. Ces anticorps proviennent d’une situation 
immunogène antérieure telle que la transfusion sanguine, la grossesse ou la transplantation. 
Lors de la transplantation, après le rétablissement de la continuité vasculaire, ces anticorps 
préformés se fixent sur l’endothélium des vaisseaux du greffon. Via l’activation du 
complément et de l’endothélium, ces anticorps induisent une augmentation de l’expression de 
molécules d’adhésion et de molécules pro-coagulantes, notamment le facteur Von Willebrand 
(FvW). Il n’existe pas de traitement curatif, seule la transplantectomie est possible. 
Cependant, il existe un moyen de prévenir le rejet hyperaigu en testant la compatibilité 
donneur/receveur. Le cross-match est un test permettant de mimer le conflit immunologique 
potentiel entre les antigènes du greffon et les anticorps du receveur juste avant la greffe. En 
pratique, des lymphocytes issus d’un ganglion du donneur sont mis en contact avec le sérum 
du receveur. Le test est positif si le sérum est toxique pour les lymphocytes ou si la cytométrie 
en flux indique la présence d’anticorps anti-donneur. La positivité du cross match est une 
contre-indication à la transplantation. Autrement dit, un cross match négatif est une condition 
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sine qua non pour réaliser la transplantation. Ainsi, l’incidence du rejet hyperaigu est très 
faible. 
 
b- Le rejet aigu 	  
Il est dû à la réaction du système immunitaire du receveur contre le greffon et donc met plus 
de temps pour survenir après la transplantation, entre une semaine et plusieurs mois. Deux 
réponses immunologiques successives sont mises en jeu : la réponse immunitaire innée, non 
spécifique, mise en place rapidement et la réponse immunitaire adaptative, spécifique du 
donneur, plus tardive. On distingue le rejet aigu cellulaire, médié par les lymphocytes T et le 
rejet aigu humoral, médié par les anticorps. Dans les deux cas, quatre étapes principales 
constituent la réponse immunitaire adaptative : la reconnaissance des alloantigènes, activation 
et prolifération des lymphocytes T et B alloréactifs, infiltration des effecteurs au niveau du 
greffon et dommages tissulaires pour détruire le greffon. 
La reconnaissance des antigènes de transplantation peut se faire de manière directe ou 
indirecte (Figure 3). Dans le cas de la reconnaissance directe, les lymphocytes du receveur 
vont reconnaître les molécules HLA portées par les cellules présentatrices d’antigènes du 
donneur. Ce type de reconnaissance cesse assez rapidement, quand il n’y a plus de cellules 
présentatrices d’antigènes du donneur. Lors la reconnaissance indirecte, ce sont les cellules 
présentatrices d’antigènes du receveur qui, après internalisation de protéines issues du 
donneur, notamment les molécules HLA, vont présenter des peptides allogéniques aux 
lymphocytes du receveur. Ce type de reconnaissance perdure tant que des protéines du 
donneur sont présentes. 
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Figure 3. Voies de reconnaissance des alloantigènes par les lymphocytes T 
La voie directe va à l’encontre du dogme puisque la reconnaissance se fait sans un apprêtement préalable en 
peptides des molécules HLA du donneur exprimées par la cellule présentatrice d’antigènes du donneur. La 
reconnaissance indirecte correspond à la voie classiquement décrite, passant par la présentation de peptides issus 
de molécules HLA du donneur par des cellules présentatrices d’antigènes du receveur (D'après l'expertise 
collective Inserm Transplantation d'organes et Golshayan et al., 2007). 
 
L’activation des lymphocytes T-CD4 par les cellules présentatrices d’antigènes, initiée par 
l’interaction TCR/HLA de classe II-peptide, induit leur prolifération et leur différenciation en 
lymphocytes auxiliaires (helper) Th1 ou Th2, en fonction du contexte cytokinique. Les 
lymphocytes Th1 sont responsables de la formation des lymphocytes T cytotoxiques. Les 
lymphocytes Th2 ont un rôle dans l’activation des lymphocytes B. L’activation des 
lymphocytes T CD8+ par les cellules présentatrices d’antigènes est consécutive à l’interaction 
TCR/HLA de classe I-peptide. Elle peut nécessiter l’aide de lymphocytes Th1. Les 
lymphocytes T cytotoxiques ainsi produits vont pouvoir lyser les cellules cibles via la 
libération de granules toxiques contenant perforine et granzyme. 
L’activation des lymphocytes B nécessite la présence de lymphocytes Th2 auxquels ils 
présentent des peptides antigéniques dans le contexte des molécules HLA de classe II, après 
avoir internalisé le complexe BCR/antigène (B cell receptor). Les lymphocytes B alloréactifs 
vont proliférer et se différencier en plasmocytes, cellules spécialisées dans la sécrétion 
d’anticorps, notamment dirigés contre les molécules HLA du donneur. Les anticorps, ou 
immunoglobulines, sont les effecteurs solubles de l’immunité humorale qui vont aller cibler le 
greffon. Ce sont des doubles hétérodimères symétriques constitués de quatre chaînes 
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polypeptidiques homologues deux à deux : deux chaînes lourdes (H) et deux chaînes légères 
(L) (Figure 4). La partie N-terminale des chaînes présente une grande variabilité (V) d’un 
anticorps à l’autre. Les autres domaines des chaînes sont constants (C). L’association des 
parties variables de la chaîne légère et de la chaîne lourde est appelée Fab (fragment 
antibody), c’est le site de liaison à l’antigène. Chaque anticorps comprend donc deux Fab. 
L’association des parties constantes des deux chaînes lourdes constitue la partie Fc des 
anticorps. Les Fab et le Fc vont contrôler les fonctions effectrices des anticorps. 
 
 
Figure 4. Structure d’un anticorps ou immunoglobuline 
Les anticorps possèdent plusieurs domaines qui vont réguler leurs fonctions. Les régions variables, appelée Fab, 
servent à la fixation à l’antigène et forment le paratope. La partie constante, ou Fc, va permettre de déclencher la 
lyse cellulaire, soit via l’activation du système du complément, soit via sa fixation sur des récepteurs qui va 
induire la libération de granules cytotoxiques. 
 
Les fragments Fab vont pouvoir aller se fixer sur des cellules du donneur et transduire de 
nombreux signaux intracellulaires. Le fragment Fc permet aux anticorps d’activer le système 
du complément qui aboutit à la formation du complexe d’attaque membranaire conduisant à la 
lyse de la cellule. Le fragment Fc est capable d’interagir avec des récepteurs appelés les 
récepteurs Fc (FcR) exprimés par de nombreux types cellulaires (monocytes/macrophages, 
cellules NK, neutrophiles, lymphocytes et plaquettes) de façon à activer la libération de 
granules cytotoxiques (perforine/granzyme) par ces cellules conduisant à la lyse de la cellule 
cible. Le rejet est diagnostiqué par une biopsie du greffon. Les lésions observées sont 
répertoriées dans des classifications internationales permettant de connaître le stade 
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d’évolution du rejet. Des critères morphologiques, histologiques et sérologiques sont utilisés. 
La présence de dépôts C4d (produit de dégradation du complément) au niveau du greffon 
montre une implication des anticorps capables d’activer le complément. La présence 
d’anticorps anti-donneur dans le sérum du receveur est un autre critère pour l’établissement 
du diagnostic. 
 
c- Le rejet chronique 	  
Il apparaît lentement et progressivement. Il est caractérisé par une occlusion des artères et des 
veines du greffon qui est appelée vasculopathie de transplantation (VT) ou rejet chronique 
vasculaire. Cette occlusion vasculaire cause une ischémie du greffon aboutissant à sa nécrose 
ainsi qu’à sa fibrose (correspondant au rejet chronique parenchymateux). La lumière des 
vaisseaux est diminuée à cause de la prolifération et de la migration de cellules vasculaires 
mais aussi à cause de l’accumulation de cellules inflammatoires et de matrice extracellulaire. 
Les lymphocytes T cytotoxiques, les anticorps et le complément sont les principaux facteurs 
d’agression des cellules vasculaires. La VT affecte 5% des patients par année suivant la 
transplantation 
 
3) Les traitements immunosuppresseurs 
 
Malgré l’avancée des connaissances sur les mécanismes cellulaires et moléculaires mis en jeu 
lors des rejets, la prévention reste dépendante d’immunosuppresseurs potentiellement 
toxiques. Les traitements immunosuppresseurs actuels permettent de réduire l’incidence du 
rejet aigu : dans seulement 15% des transplantations des épisodes de rejet aigu surviennent. Il 
existe différents traitements immunosuppresseurs qui inhibent les étapes de la réponse 
immunitaire (Figure 5). Ils sont le plus souvent utilisés en bi ou trithérapie. 
 
- Les inhibiteurs de la calcineurine, tels que la ciclosporine ou le tacrolimus, vont inhiber 
l’activation des lymphocytes T CD4+. Cette activation est dépendante d’une voie de 
signalisation faisant intervenir le calcium et la calcineurine et aboutit à la production d’IL-2 et 
du récepteur à l’IL-2. Les effets secondaires principaux de ces molécules sont la 
néphrotoxicité, l’hypertension et l’hyperlipidémie. 
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- Les corticoïdes sont des anti-inflammatoires qui vont inhiber la production de cytokines par 
les lymphocytes et les macrophages bloquant ainsi l’activation et l’action de ces cellules. Ils 
bloquent le facteur de transcription NF-κB, responsable de la production de nombreuses 
molécules pro-inflammatoires. Leurs effets néfastes sont l’hypertension, l’hyperlipidémie. 
 
- Les inhibiteurs de la prolifération cellulaire tels que l’acide mycophénolique inhibent la 
synthèse d’ADN spécifiquement dans les lymphocytes. D’autres, tels que le sirolimus, 
bloquent mTOR, une protéine impliquée dans l’initiation de la progression du cycle cellulaire 
mais ne sont pas spécifiques. 
 
- D’autres types d’immunosuppresseurs existent : des anticorps dirigés contre l’IL-2 pour 
bloquer son action ou contre le CD3 pour dépléter les lymphocytes. Le plus souvent, ce sont 
des anticorps monoclonaux humanisés. De nouvelles molécules sont à l’essai en 
transplantation, comme le FTY720, qui est un antagoniste fonctionnel des récepteurs de la 
sphingosine-1-phosphate (S1P), permettant de bloquer les lymphocytes et de diminuer les 
effets secondaires. 
 
 
Figure 5. Modes d’action des immunosuppresseurs 
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La principale action des immunosuppresseurs est l’inhibition de l’activation et/ou de la prolifération des 
lymphocytes T après reconnaissance de peptides allogéniques présentés par des cellules présentatrices 
d’antigènes (D'après Halloran, 2004).  
 
III- STRUCTURE DE LA PAROI VASCULAIRE 
 
1) Paroi vasculaire saine 
 
La paroi vasculaire est classiquement présentée comme une structure formée de trois tuniques 
distinctes disposées concentriquement autour de la lumière : l’intima, la media et l’adventice 
(Figure 6). 
L’intima est la tunique la plus interne. Elle est composée d’une monocouche de cellules 
endothéliales (CE) plus ou moins jointives formant l’endothélium. Les CE reposent sur une 
lame basale et du tissu conjonctif. La lame basale est constituée de collagène et le tissu 
conjonctif est composé d’une matrice extracellulaire (MEC) élaborée par les CE contenant du 
collagène et des fibres élastiques. Les CE sont au contact direct du sang situé dans la lumière 
du vaisseau. Cette tunique joue un premier rôle de barrière. Les CE ont également un rôle de 
transport et d’échange entre le sang et la paroi vasculaire. L’intima participe à la régulation de 
l’hémostase. Elle inhibe l’agrégation plaquettaire et maintient le sang à l’état liquide. Elle 
participe également à la régulation du tonus vasculaire car les CE sécrètent des médiateurs 
modulant la physiologie des cellules de la media, tunique sous-jacente. Les CE ont aussi un 
rôle immunitaire. La structure de cette tunique relativement bien conservée sur tout l’arbre 
vasculaire. 
La media, ou tunique moyenne, est constituée de cellules musculaires lisses (CML) et de 
MEC (fibres d’élastine et de collagène, protéoglycanes) formant ainsi des unités lamellaires 
plus ou moins nombreuses. Elle a un rôle majeur dans le maintien du tonus vasculaire 
permettant une régulation du débit sanguin local mais aussi de la pression artérielle moyenne. 
Les CML peuvent se contracter et ainsi provoquer une vasoconstriction aboutissant à une 
diminution de la lumière du vaisseau. A l’opposé, les CML peuvent se relâcher, provoquant 
ainsi une vasodilatation, c’est-à-dire, une augmentation de la lumière du vaisseau. La 
structure de cette tunique est très variable selon le territoire vasculaire. Par exemple, elle est 
constituée d’une quantité importante de MEC dans les artères élastiques telle que l’aorte, leur 
rôle étant de conduire le sang et de transformer un flux sanguin discontinu en flux semi-
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continu. Les artères musculaires ont pour rôle de distribuer le sang et d’adapter le débit 
sanguin aux besoins métaboliques du tissu. Ce type d’artère présente une media contenant 
plusieurs dizaines de couches de CML. Les artérioles, quant à elles, ont une media composée 
de seulement quelques couches de CML. 
L’adventice est la tunique la plus périphérique. Elle est composée d’un tissu conjonctif 
constitué de fibres de collagène et d’élastine ainsi que de fibroblastes et d’adipocytes. Elle a 
un rôle de protection et d’ancrage aux tissus environnants. Dans les artères de gros et moyen 
calibre, cette tunique contient les vaisseaux (vasa vasorum) destinés à la vascularisation de la 
paroi. Le tiers interne de la paroi se nourrit directement à partir du sang contenu dans la 
lumière et le tiers externe est alimenté par ces vaisseaux ; le tiers moyen dépendrait lui des 
deux mécanismes. Cette tunique peut contenir également des fibres nerveuses qui sont sous le 
contrôle du système nerveux autonome. Les fibres nerveuses motrices innervent les CML et 
régulent leur contraction/relaxation. Les fibres nerveuses sensitives sont sensibles à la 
déformation de la paroi reflétant la pression artérielle qui règne dans la lumière et jouent donc 
le rôle de barorécepteurs permettant de réguler la pression artérielle. 
La limitante élastique interne (LEI) et la limitante élastique externe (LEE) sont deux lames 
élastiques qui séparent la media respectivement de l’intima et de l’adventice. Elles sont bien 
visibles dans les artères musculaires mais peu visibles dans les artères élastiques, car, dans ce 
cas, la media est elle-même constituée de lames élastiques. 
 
 
Figure 6. Structure de la paroi vasculaire saine 
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Les vaisseaux sont formés par l’assemblage concentrique de trois tuniques : l’intima est la tunique la plus interne 
qui est en contact avec le sang. La media est la tunique intermédiaire et l’adventice est la tunique la plus externe 
qui va être en contact avec le tissu environnant (D’après la thèse de Anne Fougerat). 
 
2) Paroi vasculaire pathologique 
 
La paroi vasculaire se comporte comme un matériel composite dont les propriétés tiennent 
compte de celles de ses constituants. Les cellules vasculaires mais aussi les protéines de la 
MEC ont un rôle majeur dans la fonction des artères. Au cours de la vie, les artères subissent 
des altérations au niveau de la paroi qui peuvent être physiologiques ou non. Ces altérations 
sont à l’origine du développement des maladies cardiovasculaires. Un des phénomènes 
physiologiques est le vieillissement. Avec l’âge, les artères vont être remodelées de manière 
inéluctable et homogène. Structuralement, la paroi va subir un épaississement intimal et 
médial. Ceci est dû à la migration des CML de la media vers l’intima et à la synthèse 
importante de MEC. Une diminution de l’élasticité des artères apparaît. Elle s’explique par la 
diminution de la proportion relative d’élastine (qui a la particularité d’être extrêmement 
étirable) et l’augmentation de la proportion du collagène. Il existe d’ailleurs une corrélation 
entre la rigidité artérielle et l’augmentation de la mortalité et de la morbidité cardiovasculaire 
chez les individus âgés (Meaume et al., 2001). Le vieillissement de la MEC implique deux 
facteurs : l’altération des processus de synthèse/dégradation et les interactions avec les 
facteurs environnementaux (glucose, lipides…). Du fait de leur longue demi-vie, les 
conséquences de la modification des protéines de la MEC sont très néfastes (Jacob, 2006). Le 
dysfonctionnement des CE est une autre caractéristique du vieillissement. La forme des CE 
évolue de squameuse à cuboïdale ce qui entraine une augmentation de la perméabilité de 
l’endothélium. 
A côté de l’évolution physiologique des vaisseaux, de nombreuses pathologies vasculaires 
génèrent des lésions histologiques et des modifications fonctionnelles de la paroi artérielle, en 
particulier les phénomènes de sténoses et les anévrysmes. L’anévrysme correspond à une 
dilatation spontanée d’un point affaibli de l’artère. Quand il devient suffisamment 
volumineux, il peut se rompre. En cas de rupture d’anévrysme au niveau d’une artère 
cérébrale ou de l’aorte abdominale, il y a un saignement incontrôlé qui peut potentiellement 
être mortel. A l’opposé, la sténose correspond à des lésions qui aboutissent à l’épaississement 
puis à l’obstruction de l’artère. La diminution du diamètre luminal peut altérer l’apport en 
oxygène et donc provoquer une ischémie plus ou moins sévère en fonction de l’ampleur des 
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lésions. Les maladies vasculoprolifératives en sont le principal exemple. Elles comprennent la 
vasculopathie de transplantation (VT), l’athérosclérose, la resténose. Les maladies 
vasculoprolifératives sont une cause majeure de mortalité et de morbidité dans de nombreux 
pays. Elles sont caractérisées par des dysfonctions majeures des cellules vasculaires telles que 
la prolifération, la migration, l’apoptose. De plus, elles ont en commun l’augmentation de 
l’expression de molécules d’adhésion, l’infiltration de leucocytes, un profil cytokinique 
particulier ainsi qu’une augmentation de la MEC. 
 
IV- MECANISMES CELLULAIRES ET MOLECULAIRES DE LA VT 
 
1) Histologie 
 
La VT est une des caractéristiques histologiques du rejet chronique, une des causes majeures 
de mortalité chez les patients transplantés (Belperio et al., 2009). La VT est aussi appelée 
artériosclérose de greffe ou vasculopathie chronique de greffe. La VT est le principal obstacle 
pour la survie des greffes sur le long terme malgré l’amélioration des stratégies thérapeutiques 
lors des dernières années. En effet, 50% des patients transplantés ont une VT dans les 5 ans 
suivants la transplantation et 90% d’entre eux ont une VT significative dix ans après. La VT 
implique l’intégralité de l’arbre vasculaire du greffon (des artères aux artérioles pénétrantes). 
Elle est caractérisée par un remodelage vasculaire qui peut affecter les trois tuniques dont 
l’hyperplasie intimale, la constriction de la media ou la fibrose de l’adventice (Figure 7). 
Ce remodelage vasculaire correspond aux changements structuraux et fonctionnels de la paroi 
vasculaire en réponse à une agression. Les mécanismes physiopathologiques sont complexes 
et interconnectés et sous l’influence des composants cellulaires ou non de la paroi vasculaire. 
Dans le remodelage au cours de la VT, des événements distincts ont lieu dans les 3 différentes 
tuniques. En somme, il s’agit d’un remodelage négatif, c’est-à-dire qu’il va provoquer une 
diminution du diamètre de la lumière. Du fait que la résistance varie de manière inversement 
proportionnelle au rayon du vaisseau élevé à la puissance 4, si le rayon est divisé par 2, la 
résistance est augmentée de 16 fois. Ce qui suggère que même une faible diminution de la 
lumière due à un remodelage négatif peut très fortement altérer la perfusion d’un organe 
(Religa et al., 2003). 
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a- L’hyperplasie intimale 	  
Elle se caractérise par un épaississement de l’intima. Elle est consécutive à la migration et à la 
prolifération de CE et de CML de la paroi vasculaire. L’apoptose de ces cellules peut 
également jouer un rôle dans l’initiation de la lésion. Le recrutement de cellules circulantes 
(leucocytes et progéniteurs) au niveau de la paroi vasculaire participe également au 
développement de l’hyperplasie. Une augmentation de la MEC est également observée dans 
les lésions. Tous ces phénomènes s’expliquent, en partie, par le switch phénotypique des 
CML, expliqué plus loin. Ce type de remodelage négatif de l’intima peut être compensé par 
un remodelage positif de la media ou de l’adventice et ainsi maintenir un diamètre luminal 
constant. Mais, l’hyperplasie intimale est souvent associée à d’autres remodelages qui 
empêchent le vaisseau de s’expandre. 
 
b- Le remodelage constrictif de la media 	  
Il implique les CML, le CE et la MEC mais aussi les effecteurs de la réponse allo-immune 
dirigée contre le greffon. L’apoptose des CML et des changements quantitatifs et qualitatifs 
de la MEC sont responsables de ce remodelage négatif. La diminution du contenu en élastine 
et l’augmentation du dépôt de collagène provoquent une altération des capacités d’adaptation 
de la media. On observe une vasoconstriction chronique en lien avec le fait que l’endothélium 
soit dysfonctionnel. L’équilibre entre les médiateurs vasodilatateurs et les médiateurs 
vasoconstricteurs est rompu au profit de la vasoconstriction. Les CE et les cellules 
inflammatoires sécrètent soit plus de vasoconstricteurs soit moins de vasodilatateurs soit les 
deux. 
 
c- La fibrose de l’adventice 	  
Elle est caractérisée par la prolifération des fibroblastes et l’augmentation du dépôt de MEC. 
Les cellules inflammatoires alloréactives présentes au niveau de l’adventice vont participer à 
ces phénomènes (Sartore et al., 2001). Un switch phénotypique des fibroblastes vers le 
phénotype myofibroblaste est observé, expliqué plus loin. La fibrose de l’adventice participe 
indirectement à la diminution du diamètre de la lumière : la perte d’élasticité limite la capacité 
de l’adventice à faire du remodelage positif. 
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Figure 7. Les différents remodelages vasculaires observés lors de la VT 
Tous aboutissent à un remodelage négatif du vaisseau via l’altération de la fonction des trois tuniques 
vasculaires. Le remodelage le plus impressionnant est l’hyperplasie intimale due, entre autres, à la migration et à 
la prolifération des CML (D'après Mitchell, 2013). 	  
2) Les cellules vasculaires 
 
La pathogenèse de la VT est multifactorielle, avec des facteurs immunologiques mais aussi 
non-immunologiques qui entrent en jeu. Les facteurs non-immunologiques impliqués dans la 
VT sont l’ischémie/reperfusion (Wang et al., 2000), les infections virales, l’âge avancé du 
donneur, l’hyperlipidémie, le tabagisme, l’hypertension. Parmi les facteurs immunologiques, 
La réponse allo-immune du receveur va engendrer des lésions au niveau des vaisseaux du 
greffon. Ainsi, les CE et les CML du donneur vont être prises pour cibles sans être éliminées 
de manière efficace (Libby and Tanaka, 1994). Elles vont être lésées et dysfonctionnelles et 
participer à la VT (Currie et al., 2008). Les CE, les CML et les fibroblastes du donneur sont 
préservées sur le long terme (Rifle et al., 2006), soit parce que l’hôte développe une réponse 
allo-immune atténuée contre les cellules vasculaires soit parce que les cellules vasculaires 
s’adaptent, on parle aussi d’accommodation, aux attaques du système immunitaire de l’hôte 
(Biedermann and Pober, 1999). 
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La dysfonction de l’endothélium va initier de nombreux phénomènes : l’augmentation de la 
perméabilité, de l’apoptose, de la prolifération et de la migration des CML, l’adhésion et 
l’infiltration de leucocytes qui ont lieu au cours de la VT (Lawson and Wolf, 2009). Lors de 
la VT, la dysfonction endothéliale se traduit par la perte de la vasodilatation dépendante de 
l’endothélium liée à une diminution de la synthèse de NO (Weis and Cooke, 2003). Le NO est 
un important vasodilatateur libéré par les cellules endothéliales (Davis et al., 1996). Il inhibe 
aussi l’agrégation plaquettaire, l’adhésion des leucocytes, la prolifération des CML (Khazaei 
et al., 2008).  
La migration et la prolifération des CML conduisent à l’hyperplasie intimale. Une 
augmentation de l’expression des molécules d’adhésion VCAM-1, ICAM-1 et de marqueurs 
de la prolifération tels que PCNA est détectée au niveau des lésions de VT. Les CML de 
l’hyperplasie intimale de la VT présentent un phénotype différent des CML de la media. 
L’expression des protéines contractiles, des récepteurs de chimiokines est modifiée suggérant 
des différences fonctionnelles plus axées sur les capacités prolifératives et migratoires en ce 
qui concerne les CML de l’hyperplasie intimale (Figure 8). 
 
 
Figure 8. Coupe transversale d’un vaisseau atteint de VT 
Les lésions apparaissent concentriques et diffuses. L’hyperplasie intimale constituée de CML en prolifération va 
réduire la lumière du vaisseau ce qui conduit à une forte diminution de la perfusion de l’organe. Des amas de 
cellules inflammatoires sont présents au niveau de l’adventice (D'après Mitchell, 2013). 
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Les cellules vasculaires peuvent aussi moduler de manière directe la MEC, quantitativement 
et qualitativement (Liu et al., 2004). Les CML et les CE synthétisent elles-mêmes des 
protéases et des inhibiteurs de protéases (Cummins et al., 2007). 
Dans la media de la paroi artérielle normale, les fibres élastiques sont organisées de manière 
parallèle et concentrique alternativement avec des couches de CML qui sont ancrées aux 
fibres élastiques. Elles sont capables de se laisser déformer par la pulsation de la pression 
sanguine systolique tout en maintenant une stabilité structurale. Les fibres élastiques 
fournissent une élasticité passive alors que les CML redistribuent de manière dynamique la 
tension pariétale grâce à leur capacité de contraction et relaxation (Rachev and Hayashi, 
1999). Lors de la VT, l’organisation lamellaire est perdue et devient fibrotique (Farand et al., 
2007). Le remodelage réduit la tension pariétale. Les CML adultes ne synthétisent plus 
beaucoup d’élastine mais essentiellement du collagène non-élastique aboutissant à une rigidité 
de la paroi vasculaire (Greenwald, 2007). 
De manière générale, la pathogenèse du remodelage artériel implique la prolifération et la 
migration des CML. Dans les artères normales, les CML sont dans la media et régulent le 
tonus vasculaire et le diamètre dans le but de maintenir un équilibre hémodynamique. Pour 
remplir cette fonction, elles doivent avoir un phénotype contractile caractérisé par 
l’expression de protéines spécifiques telles que SM22α, αSMA, smootheline (Iyemere et al., 
2006) (van Eys et al., 2007). Bien que la majorité des CML de la paroi vasculaire possèdent 
ce phénotype contractile, il a été montré que des CML de la media sont capables de se dé-
différencier en un phénotype synthétique qui aboutit à l’apparition de plusieurs phénotypes 
migratoires, prolifératifs, sécrétoires (Gerthoffer, 2007). Ce processus de dé-différenciation 
est appelé le switch phénotypique et est considéré comme un mécanisme important du 
remodelage artériel (Alexander and Owens, 2012). Ce switch intervient en réponse à une 
blessure vasculaire ou à un stress et il est caractérisé par une expression réduite des gènes 
spécifiques du phénotype contractile (Owens et al., 2004). Bien que les mécanismes ne soient 
pas bien compris, plusieurs stimuli ont été identifiés. Les stimuli migratoires par exemple 
altèrent le cytosquelette des CML. Les molécules d’adhésion sont détachées de la MEC et des 
CML environnantes. La polymérisation de l’actine permet à la cellule de se déplacer vers un 
stimulus chimiotactique. Cette migration participe à la prolifération intimale des CML et à 
l’hyperplasie intimale, et est donc une importante cause de l’épaississement de la paroi 
vasculaire. Les CML synthétiques produisent des enzymes capables de dégrader la MEC 
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telles que les métalloprotéases matricielles (MMP) ce qui facilite la migration. Une 
surexpression des MMP est corrélée avec la migration des CML (Willis et al., 2004). Les 
MMP participent aussi à la prolifération des CML. Le phénotype des CML est très important 
dans l’évolution du remodelage donc il y a un intérêt majeur à pouvoir moduler la flexibilité 
phénotypique des CML. 
 
3) Origine des cellules 
 
Les sources potentielles des CML de l’hyperplasie peuvent être des CML de la media ayant 
migré, des progéniteurs présents dans l’adventice et des progéniteurs circulants (Figure 9). Le 
dogme est que l’origine principale des CML de l’hyperplasie est la media (Libby and Pober, 
2001). L’origine des CML a été débattue et de nombreux modèles animaux ont fourni des 
résultats contradictoires (Xu, 2008). Dans un modèle de transplantations aortique et cardiaque 
chez le rat avec mismatch sexuel, il a été démontré que de nombreuses CML de l’hyperplasie 
proviennent du receveur et non du donneur (Hillebrands et al., 2001). De plus, ils ont montré 
que l’origine de ces cellules du receveur n’est pas la moelle osseuse (Hillebrands et al., 2003) 
(Hu et al., 2002). Plus récemment, il a été montré que les cellules vasculaires du receveur 
situées à proximité du greffon se retrouvent dans l’hyperplasie mettant en avant la possibilité 
de migration des cellules de receveur environnantes (Hagensen et al., 2011). Au contraire, 
dans d’autres modèles, il a été montré que les CML de l’hyperplasie dérivent de la moelle 
osseuse du receveur (Ma et al., 2008). La réparation de l’endothélium lésé se fait à l’aide de 
cellules endothéliales adjacentes mais aussi avec des EPC (progéniteurs de cellules 
endothéliales) circulants (Lagaaij et al., 2001). Les EPC jouent un rôle important dans la ré-
endothélialisation et la réparation des vaisseaux blessés (Timmermans et al., 2009). Dans la 
VT, il y a une mobilisation des progéniteurs. Normalement, ces cellules sont quiescentes et 
localisées au niveau de la moelle osseuse, du cœur, des muscles, de la rate et de la paroi 
artérielle normale (Metharom and Caplice, 2007). Ils sont mobilisés et migrent au niveau des 
sites lésés quand ils sont activés par la blessure ou par d’autres facteurs. Mobilisation, 
recrutement puis différenciation en cellules dans la paroi vasculaire (Liu et al., 2009) (Zhang 
et al., 2009). La mobilisation des EPC aide à la réparation vasculaire mais peut contribuer au 
rejet chronique en altérant les propriétés immunologiques du greffon. Le remplacement de 
cellules endothéliales du donneur par des EPC du receveur induit une blessure 
immunologique (Reinders et al., 2006). Dans la VT, l’endothélium perd ses propriétés 
normales anti-coagulantes, anti-thrombogènes, ce qui facilite l’infiltration des cellules 
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inflammatoires et augmente l’expression de TGF-β (Cailhier et al., 2006). Il a été suggéré que 
l’étude de la fonction endothéliale permettrait d’avoir des informations sur le développement 
de la TV après la transplantation (Mehra, 2006). De plus, la blessure endothéliale peut activer 
une cascade de processus immunologiques. Cette activation peut induire réaction 
inflammatoire, thrombose, prolifération des CML, vasoconstriction. De nombreuse études 
mettent en évidence une relation entre la perte de l’endothélium et la dysfonction du greffon 
(Kang et al., 2004). Les cellules de l’hyperplasie intimale ont longtemps été supposées 
provenir de la media, il a été montré que certaines proviennent de l’hôte. Dans un nombre 
important d’études, la majorité des CML de l’hyperplasie sont dérivées de l’hôte (Shimizu 
and Mitchell, 2003). Jusqu’à 15% de ces cellules proviennent de précurseurs de la moelle 
osseuse (Hillebrands et al., 2001). Des précurseurs circulants y participent aussi (Glaser et al., 
2002). La fréquence de cellules hôtes retrouvées dans l’hyperplasie dépend en fonction de la 
sévérité des lésions vasculaires. Dans des modèles d’allogreffes aortiques ou cardiaques chez 
le rongeur, le pourcentage de cellules provenant du receveur dans l’hyperplasie atteint 90% 
quand l’immunosuppression est faible ou absente. Les CE ou CML vasculaires du donneur 
subissent des lésions modérées à sévères et donc les cellules de l’hyperplasie ont pour source 
l’hôte (Shimizu et al., 2001). A l’opposé, quand une immunosuppression semblable à celle 
instaurée lors de transplantation d’organe solide chez l’Homme est présente, on peut 
s’attendre à l’apparition de lésions vasculaires moins sévères. Dans ces conditions, le 
pourcentage de CML dans l’hyperplasie issues de l’hôte n’est plus que de 3 à 15% dans des 
modèle de transplantation cardiaque (Quaini et al., 2002). Ce pourcentage est deux fois plus 
important lors de greffe rénale (Grimm et al., 2001). En tous cas, cela prouve que l’origine 
des CML de l’hyperplasie est multiple et un simple recrutement des CML de la media semble 
peu probable. Des précurseurs issus ou non de la moelle sont des contributeurs importants. 
 
Type de dommage vasculaire Source des cellules de l’hyperplasie intimale 
Peu intense CML du donneur 
Intense Cellules du receveur avoisinantes 
Très intense Cellules du receveur circulantes 
Figure 9. Origine des cellules formant l’hyperplasie intimale lors de la VT 
La sévérité des lésions va conditionner les mécanismes de réparation du vaisseau. L’apoptose des cellules 
vasculaires est d’autant plus massive que les dommages vasculaires sont importants. En conséquence, le 
recrutement de cellules à distance va être nécessaire (Adapté de Hillebrands et al., 2003). 
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4) Médiateurs chimiques 
 
La principale cytokine connue pour être impliquée dans la VT est l’interféron γ (IFN-γ). Les 
sources majeures d’IFN-γ sont les lymphocytes (en particulier Th1), les cellules NK, les 
macrophages (Munder et al., 1998). Le niveau d’expression de l’IFN-γ est associé avec la VT 
(Ueland et al., 2003). Cette cytokine est capable d’induire la synthèse de nombreuses autres 
molécules, notamment des chimiokines (IP-10, I-TAC, MIG, RANTES) et leurs récepteurs 
(CXCR3, CCR5, CX3CR1). Certaines de ces molécules sont augmentées lors de la VT (van 
Loosdregt et al., 2006). Dans le cadre d’allogreffes cardiaques chez la souris, la VT est 
diminuée lorsque l’IFN-γ est neutralisé à l’aide d’un anticorps (Russell et al., 1994b) ou 
lorsque les souris receveuses sont déficientes en IFN-γ (Raisanen-Sokolowski et al., 1998). 
Le rôle majeur de l’IFN-γ dans la VT a été démontré également dans un modèle de greffe 
d’artère humaine chez la souris immunodéficiente suivi d’une reconstitution par l’injection 
des cellules mononucléées du sang périphérique allogéniques (Pober et al., 2003). Enfin, il a 
été montré que l’IFN-γ, en plus d’être nécessaire au développement de la VT (Nagano et al., 
1997), il est suffisant pour induire la VT et la prolifération des CML au niveau de l’artère 
humaine greffée chez des souris immunodéficientes (Tellides et al., 2000). Les mécanismes 
passent par les effets pléiotropiques de l’IFN-γ sur la biologie de nombreux types cellulaires 
et l’expression de nombreuses protéines telles que des cytokines, molécules d’adhésion, de 
co-stimulation, protéines de la MEC. Dans les cellules vasculaires, l’IFN-γ induit l’apparition 
d’un phénotype pro-inflammatoire avec l’expression de nombreuses chimiokines. L’effet de 
l’IFN-γ sur les cellules vasculaires reste controversé, parfois prolifératif, parfois apoptotique 
(Shimokado et al., 1994) (Hart-Matyas et al., 2010). 
L’IL-6 et le TNF-α participent à l’inflammation et à la fibrose de l’adventice (Sun et al., 
2009). Le TNF-α est également impliqué dans le développement de la VT (Suzuki et al., 
2003).  
De nombreux facteurs de croissance ont été suspectés de jouer un rôle dans la VT. Les axes 
FGF/FGFR (Kerby et al., 1996), VEGF/VEGFR (Bayliss et al., 2008), PDGF/PDGFR (Karck 
et al., 2002) sont associés avec la VT et, parfois, leur inhibition permet de diminuer la VT. 
Le TGF-β induit une augmentation de la synthèse de collagène, principale protéine de la MEC 
dans l’hyperplasie intimale. L’utilisation d’anticorps neutralisants permet de diminuer la 
production de MEC et donc la fibrose (Khan et al., 2007). 
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Les chimiokines et leurs récepteurs exprimés par les cellules vasculaires et les cellules 
inflammatoires, telles que les macrophages et les lymphocytes, participent à la VT. Les 
ligands de CXCR3 tels que MIG, IP-10, I-TAC sont associés au développement de la VT 
(Zhao et al., 2002). Les axes MCP-1/CCR2, RANTES/CCR5 et fractalkine/CX3CR1 
participeraient aussi à la pathogenèse de la VT (Figure 10) (van Loosdregt et al., 2006) (Yin 
et al., 2007). 
En ce qui concerne le recrutement de cellules circulantes ou de progéniteurs issus de la moelle 
osseuse au sein de greffon, l’axe SDF-1/CXCR4 pourrait être responsable du homing 
(Zernecke et al., 2005). SDF-1 serait sécrété en réponse à l’apoptose massive de cellules 
vasculaires. 
 
 
Figure 10. Mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués dans la VT 
La réponse allo-immune joue un rôle majeur dans la pathogenèse. Les cellules inflammatoires et allo-réactives 
vont être recrutées dans la paroi vasculaire et altérer la fonction des cellules vasculaires. D’autres effecteurs de la 
réponse allo-immune, tels que les anticorps, vont aussi moduler la biologie des cellules vasculaires (D'après 
Mitchell and Libby, 2007). 
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V- ROLE DES ANTICORPS ANTI-HLA DANS LE DEVELOPPEMENT 
DE LA VT 
 
1) Etudes cliniques 
 
Selon la « théorie humorale en transplantation » édictée par Paul Terasaki, ce sont les 
anticorps qui détruisent la greffe. La présence d’anticorps anti-donneur dans le sérum du 
receveur est associée à un risque augmenté de rejet aigu humoral et de rejet chronique, et de 
fait, à un mauvais pronostic pour la survie du greffon (Terasaki, 2003). De nombreuses études 
ont montré que la présence d’anticorps anti-HLA dans le sérum du receveur est associée avec 
le risque de rejet chronique. Une relation de cause à effet est suggérée (Terasaki and Cai, 
2008). Très récemment, l’équipe de Xavier Jouven a montré que les patients transplantés 
rénaux ayant un rejet aigu humoral avec des lésions vasculaires ont un risque plus important 
de perte de fonction du greffon que ceux ayant un rejet aigu humoral sans atteintes vasculaires 
(Lefaucheur et al., 2013). Le risque est beaucoup plus important lorsque ces patients sont 
comparés à ceux ayant un rejet aigu cellulaire sans lésions vasculaires. 
 
2) Etudes pré-cliniques des effets des anticorps anti-CMH de classe I sur le greffon 
 
De nombreuses études ont établi une association entre la réponse allo-immune humorale et la 
VT, chez la souris mais également chez le rat (Maggard et al., 1999). Par ailleurs, le processus 
de reconnaissance indirecte semble jouer un rôle majeur dans le développement de la VT et 
du rejet chronique en général (Womer et al., 2001). Des immunosuppresseurs classiques tels 
que la ciclosporine ne sont pas efficaces pour prévenir la production des allo-anticorps ayant 
la capacité d’induire la VT (Gareau et al., 2012). 
 
Il a été montré que le transfert passif d’anticorps anti-donneur après greffe cardiaque chez la 
souris immunodéficiente SCID permet d’induire la VT (Russell et al., 1994a). Une autre 
équipe a obtenu des résultats semblables dans un modèle d’allogreffes aortiques chez la souris 
immunodéficiente RAG1 KO. Il est suggéré que les anticorps agissent via une action du 
complément qui induit la destruction de la media (Gareau et al., 2012). L’importance des 
lymphocytes B dans le développement de la VT a été démontrée par Colvin (Russell et al., 
1997). Dans un modèle l’allogreffe cardiaque chez des souris sauvages ou déficientes en 
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cellules B, il a été démontré que les lésions vasculaires de rejet aigu dont l’endothélite et la 
destruction de la média, sont identiques chez les deux types de souris receveuses alors que les 
lésions de rejet chronique, dont la VT, sont diminuées voire absentes chez les animaux 
déficients. Le dépôt de collagène est très faible, tout comme la prolifération des CML, 
suggérant que les anticorps sont nécessaires au développement de la VT Mais ces résultats 
sont en contradiction avec ceux obtenus lors d’allogreffe carotidienne chez les mêmes souris 
immunodéficientes (Soleimani et al., 2006a). Cette dernière étude insiste sur le fait que les 
allo-anticorps induisent la prolifération des CML au niveau du greffon mais pas la VT en elle-
même. Une autre étude, dans le cadre d’allogreffes aortiques, a montré que les lymphocytes B 
ne sont pas requis pour le développement de la VT (Gareau et al., 2009). L’immunité 
humorale est suffisante pour déclencher la prolifération de CML dans certains cas et/ou la 
VT. Dans un modèle d’allogreffe cardiaque chez la souris, le développement de la VT est 
associé à l’apparition d’allo-anticorps dans le sérum du receveur et au dépôt du C4d au niveau 
du myocarde (Uehara et al., 2007). De plus, grâce à des expériences d’allogreffes cardiaques 
chez des souris receveuses immunodéficientes RAG1 KO, il a été montré que le transfert 
passif d’anticorps anti-CMH dirigés contre les molécules CMH de classe I des souris 
donneuses suffit pour déclencher l’apparition de la VT après un mois de traitement à raison de 
30 µg deux fois par semaine. Dans ce cas, la VT est associée à un dépôt C4d au niveau des 
capillaires myocardiques mais il n’y a pas de signes histologiques d’inflammation. Un 
traitement de 14 jours n’est pas suffisant pour déclencher la VT et les potentielles lésions 
créées n’évoluent pas durant le mois suivant. Les souris traitées pendant 28 jours puis 
subissant un arrêt de traitement pendant 28 autres jours présentent une VT comparable à celle 
de souris traitées pendant 28 jours. Par contre, après ces 56 jours, les anticorps ne sont plus 
détectables dans le sérum ni même le marquage C4d dans le myocarde. Ces résultats mettent 
en évidence la notion de seuil dans l’effet des anticorps anti-CMH de classe I sur le greffon et 
montrent qu’une fois ce seuil dépassé, la VT induite semble irréversible. Afin de connaître le 
mécanisme d’action des anticorps, les auteurs ont utilisé, pour le transfert passif, des anticorps 
anti-CMH de classe I murins de type IgG1, connus pour avoir une capacité limitée à activer le 
complément. Ces anticorps induisent la VT sans dépôt de C4d, montrant un effet complément 
indépendant. Pour confirmer ces résultats, les souris receveuses immunodéficientes RAG1 
KO et invalidées pour C3 ont été utilisées. Les lésions ne sont pas diminuées montrant donc 
que les anticorps anti-CMH de classe I induisent la VT indépendamment de l’activation du 
complément (Hirohashi et al., 2010). Ces résultats montrent que les anticorps anti-CMH de 
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classe I induisent la VT sans une participation du complément, contrairement au rejet aigu 
humoral qui implique le complément. Ainsi, il est possible que des lésions de VT soient 
induites par les anticorps malgré l’absence de marquage C4d. La déplétion des cellules NK 
permet de réduire la VT induite par les anticorps anti-CMH de classe I lors d’allogreffes 
aortiques chez la souris immunodéficiente RAG1 KO (Hirohashi et al., 2012). L’utilisation de 
souris receveuses déficientes en cellules NK confirme ces résultats. Le complément n’aurait 
pas de rôle mais la portion Fc des anticorps anti-CMH de classe I est impliqué puisque les 
F(ab’)2 induisent une VT moins importante que les anticorps intacts. Par ailleurs, les 
anticorps anti-CMH de classe I induisent une augmentation de la phosphorylation de ERK au 
niveau de l’endothélium du greffon qui est également dépendante du fragment Fc des 
anticorps. 
 
Dans un modèle d’allogreffe aortique chez le rat, il a été montré l’existence d’une néogenèse 
lymphoïde dans le greffon impliquée dans le développement du rejet chronique (Thaunat et 
al., 2005). Des leucocytes s’infiltrent au niveau de l’adventice : ce sont des lymphocytes et 
des macrophages. Les lymphocytes T CD4+ sont majoritaires par rapport aux lymphocytes T 
CD8+. Le nombre de lymphocytes B est très important. Ils forment des clusters et sont 
capables de synthétiser des allo-anticorps, dirigés notamment contre les molécules CMH de 
classe I du donneur. Cette même équipe a montré, dans le même modèle, que les allo-
anticorps ont des effets directs et indirects sur le remodelage vasculaire lors de la VT 
(Thaunat et al., 2006). L’hyperplasie intimale est constituée de CML en prolifération issues 
du receveur alors que les CML de la media proviennent du donneur et subissent de l’apoptose. 
Ces deux événements sont en fait coordonnés. Les allo-anticorps se fixent sur les CML de la 
media du donneur et induisent la libération des molécules qui vont provoquer, d’abord la 
prolifération des CML du receveur, puis l’apoptose des CML de la media. Le système du 
complément n’est pas impliqué dans l’effet apoptotique des anticorps sur les CML du 
donneur. Cette étude souligne l’effet prédominant des anticorps anti-CMH de classe I dans le 
remodelage vasculaire qui s’opère lors de la VT. 
 
Dans un modèle d’allogreffe cardiaque chez la souris immunodéficiente RAG1 KO, il a été 
montré que de fortes doses (750 µg) d’anticorps anti-CMH de classe I spécifique des souris 
donneuses permettent d’induire des lésions de rejet (accumulation de macrophages, dépôt 
C4d) au bout 15 et 30 jours et ce via un mécanisme complément indépendant et Fc 
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indépendant, puisque les F(ab’)2 sont aussi efficaces que les anticorps intacts. Les anticorps 
anti-CMH de classe I induisent une augmentation de la phosphorylation de ERK, de Akt, de 
mTOR, de S6K et de S6RP de la même façon (Jindra et al., 2008a). De plus, les anticorps 
anti-CMH de classe I induisent également une surexpression de Bcl-2.  
 
Dans un modèle de greffe de peau humaine chez la souris immunodéficiente SCID/beige, les 
anticorps anti-HLA de classe I (W6/32) induisent la libération du facteur de von Willebrand 
(FvW) dans la lumière et dans l’espace sous-endothélial. De plus, ils provoquent une 
augmentation de l’adhésion des neutrophiles et de l’infiltration des neutrophiles dans le 
greffon (Yamakuchi et al., 2007). 
Il a été montré que, dans un modèle d’allogreffe cardiaque chez la souris immunodéficiente 
RAG1 KO, le transfert passif d’anticorps anti-CMH de classe I à raison de 30 µg par semaine 
pendant 28 jours induit l’infiltration de macrophages dans le greffon (Valenzuela et al., 
2013a). Cet effet est fortement diminué par l’inhibition de PSGL-1 (P-selectin glycoprotein 
ligand-1). Ces résultats suggèrent que le blocage de l’interaction PSGL-1 avec la sélectine P 
pourrait permettre de prévenir l’accumulation des macrophages dans le greffon induite par la 
réponse allo-humorale. 
 
L’équipe a mis au point un modèle de VT induite par les anticorps anti-HLA de classe I 
(W6/32). Il consiste à greffer un segment d’artère mésentérique humaine en position infra-
rénale chez la souris immunodéficiente SCID/beige. Le transfert passif des anticorps anti-
HLA à raison de 3 µg par semaine pendant 6 semaines induit le développement d’une VT 
caractérisée par une hyperplasie intimale et la prolifération des CML au niveau du greffon 
humain (Galvani et al., 2009). Le mécanisme d’action des anticorps est complément 
indépendant. Il n’est pas exclut que le fragment Fc des anticorps soit impliqué. De même, il 
est possible que des cellules de l’hôte aient un rôle dans le développement de la VT. 
Récemment, à l’aide d’un modèle semblable, il a été montré que les anticorps anti-HLA 
induisent la VT seulement lorsque le greffon a subi plus de 6 h d’ischémie froide (Goto et al., 
2013). Mais, dans ces conditions, les anticorps irrelevants induisent également la VT. Les 
anticorps induisent aussi l’augmentation du nombre de cellules FcR positives dans 
l’hyperplasie intimale. 
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Une étude ex vivo sur les anneaux d’aorte de rat a montré que l’incubation pendant 24h des 
anneaux avec des anticorps anti-CMH de classe I induit une diminution de la vasodilatation 
en réponse à l’acétylcholine. Cet effet n’est pas dû à la destruction de l’endothélium (Xu et 
al., 2010). Ces résultats suggèrent un rôle des anticorps anti-CMH dans la dysfonction 
endothéliale. 
 
3) Etudes in vitro des effets des anticorps anti-CMH de classe I sur les cellules 
vasculaires 
 
La majorité des études sur les effets des anticorps anti-HLA de classe I sur les cellules 
vasculaires humaines utilise des anticorps monoclonaux anti-HLA d’origine murine 
reconnaissant une partie non-polymorphe des molécules HLA (très fréquemment clone 
W6/32). Certaines études se font aussi en utilisant des anticorps anti-HLA ou anti-CMH, faits 
chez la souris, reconnaissant des parties polymorphes des molécules HLA (HLA-A2, HLA-
B27) ou des molécules CMH (H-2K, H-2D) exprimées par les cellules vasculaires humaines 
ou de souris. Parfois, des anticorps monoclonaux d’origine humaine sont utilisés. Plus 
rarement, des anticorps polyclonaux anti-HLA d’origine humaine sont utilisés, issus de 
patients en attente de transplantation rénale. Des anticorps irrelevants de même isotype et faits 
chez la même espèce sont utilisés comme contrôles. Les principaux effets des anticorps anti-
HLA de classe I sur les CE et les CML rapportés dans la littérature sont la prolifération, la 
survie, la migration, la perméabilité et l’inflammation.  
 
a- Prolifération, survie et migration 	  
L’équipe d’Elaine Reed étudie depuis une dizaine d’années l’effet des anticorps anti-HLA de 
classe I sur les cellules vasculaires humaines in vitro. Leurs premiers travaux ont mis en 
évidence que les anticorps anti-HLA sont capables de transduire des signaux dans les cellules 
vasculaires. A l’aide d’une lignée de CE, ils ont montré que les anticorps anti-HLA induisent 
une augmentation de la phosphorylation sur tyrosine de protéines de 60 à 80 kDa, une 
augmentation du contenu intracellulaire en inositol triphosphate (IP3) ainsi que la 
prolifération cellulaire (Bian et al., 1997). Cet effet prolifératif n’est pas lié à la mise en jeu du 
fragment Fc et nécessite le crosslinking des molécules HLA à la surface des CE. De plus, 
l’utilisation d’un anticorps anti-FGFb permet de bloquer la prolifération des CE induite par 
les anticorps anti-HLA. Au contraire, ce type de stratégie ciblant le TGF-β ou le PDGF ne 
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permet pas de bloquer l’effet prolifératif des anticorps anti-HLA. Il n’y a pas d’augmentation 
du FGFb en extracellulaire, mais une augmentation de l’expression du FGFR1 
transmembranaire de haute affinité. Dans les CE, la transition de la phase G1 à la phase S du 
cycle cellulaire a été étudiée. Les anticorps anti-HLA induisent l’inactivation de la protéine 
Rb via le complexe cycline E/CDK2. Ce mécanisme est dépendant de l’axe FGF/FGFR et 
conduirait à la prolifération des CE (Nath et al., 1999). Une autre équipe a également 
démontré que les anticorps anti-HLA induisent la phosphorylation sur tyrosine de nombreuses 
protéines ainsi que la prolifération des CE (Smith et al., 2000b). Indépendamment de la 
translocation de FGFR1 à la membrane plasmique des CE, les anticorps anti-HLA induisent la 
phosphorylation de protéines de la famille Src dont Src et Fyn et de protéines des adhésions 
focales telles que la kinase d’adhésion focale (FAK) et paxilline (Figure 11). Le rôle du 
cytosquelette d’actine a été mis en évidence dans la translocation de FGFR1 à la membrane 
plasmique et dans la phosphorylation de FAK et paxilline induite par les anticorps anti-HLA 
dans les CE (Jin et al., 2002). En 2004, l’équipe de Béatrice Charreau a montré que les 
anticorps anti-HLA induisent la prolifération des CE via un mécanisme dépendant de PI3K 
(Coupel et al., 2004). Les anticorps anti-HLA induisent la translocation de la protéine GTPase 
RhoA du compartiment Golgi-Réticulum endoplasmique (RE) vers le feuillet interne de la 
membrane plasmique, et la formation de fibres de stress. Ils induisent une augmentation de 
l’expression de RhoA dépendante de l’activation de RhoA (rétrocontrôle positif) dans les CE. 
De plus, ils induisent la phosphorylation de Akt qui est inhibée par des inhibiteurs 
pharmacologiques de RhoA et de PI3K (simvastatine et wortmannine). L’effet prolifératif des 
anticorps anti-HLA est aussi bloqué par les inhibiteurs pharmacologiques de RhoA et de 
PI3K. 
Dans les CE, les anticorps anti-HLA activent séquentiellement la signalisation suivante : 
phosphorylation de Src, phosphorylation de FAK, modification du cytosquelette d’actine, 
phosphorylation de PI3K (p85), phosphorylation de Akt et augmentation de l’expression de 
Bcl-2 (Jin et al., 2004). 
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Figure 11. Anticorps anti-HLA et prolifération et survie des CE 
A faibles concentrations, les anticorps anti-HLA déclenchent des voies de signalisation aboutissant à la survie 
cellulaire. A des concentrations plus élevées, les anticorps activent des voies de signalisation différentes 
conduisant à la prolifération cellulaire (D'après Jindra et al., 2006). 
 
Par ailleurs, les anticorps anti-HLA induisent la phosphorylation de Bad et l’augmentation de 
l’expression de Bcl-xL. Ainsi, en plus de déclencher une signalisation pro-proliférative, les 
anticorps anti-HLA stimuleraient l’activation de voies de survie dans les CE. Il a été montré 
que les anticorps anti-HLA induisent la formation de fibres de stress dans les CE mais 
également l’activation de la protéine Rho. Rho et sa protéine effectrice Rho kinase (ROK) 
joue un rôle dans la formation des fibres de stress et la phosphorylation des protéines paxilline 
et FAK (Lepin et al., 2004). L’équipe de Mohanakumar a également travaillé sur l’effet des 
anticorps anti-HLA sur les CE. De faibles concentrations d’anticorps anti-HLA, polyclonaux 
(Narayanan et al., 2004) ou monoclonaux (Narayanan et al., 2006), induisent une résistance à 
l’apoptose des CE induite par le complément via l’activation de la voie PI3K/Akt. Ce groupe 
a confirmé l’augmentation de l’expression de gènes impliqués dans la survie tels que Bcl-xL, 
Bcl-2 mais aussi HO-1. Ces résultats ont été confirmés par une autre étude qui montre 
l’implication de cette voie de survie dans la diminution de la cytotoxicité médiée par le 
complément (Iwasaki et al., 2010). Ces travaux ont pour but d’expliquer le phénomène 
d’accommodation des vaisseaux du greffon, qui correspond son adaptation face aux 
différentes agressions dont il est la cible via l’expression de gènes anti-apoptotiques et anti-
inflammatoires (Figure 12).  
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Figure 12. Anticorps anti-HLA et résistance au complément des CE 
Les anticorps ont un effet anti-apoptotique mais ils induisent également la résistance des CE vis-à-vis du 
complément via l’augmentation de l’expression de HO-1, une enzyme connue pour ses fonctions 
cytoprotectrices (D'après Valenzuela and Reed, 2011). 
 
L’ensemble de ces travaux a permis de mieux connaître la signalisation induite par les 
anticorps anti-HLA dans les CE. Leurs effets biologiques majeurs sont la prolifération et la 
survie et dépendent de la concentration en anticorps anti-HLA. L’effet prolifératif observé est 
optimal à des concentrations d’anticorps de 10 µg/mL et implique l’axe FGF/FGFR alors que 
la signalisation pro-survie est déclenchée à des concentrations beaucoup plus faibles de 0,1 
µg/mL, avec une implication de Src, la voie PI3K/Akt et Bcl-2/Bcl-xL (Jindra et al., 2006). Il 
a été démontré qu’en aval de la voie FAK, Src, PI3K, les anticorps anti-HLA de classe I 
induisent la phosphorylation de la protéine ribosomale S6 (S6RP), une protéine impliquée 
dans la régulation de la machinerie traductionnelle (Lepin et al., 2006). Sa phosphorylation 
suggère une augmentation de la synthèse protéique et, en conséquence, de la prolifération des 
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CE en réponse aux anticorps anti-HLA. Le rôle central de FAK dans la signalisation induite 
par les anticorps anti-HLA de classe I a été mis en évidence (Jin et al., 2007). FAK est 
nécessaire à la phosphorylation de Src, de PI3K, de Akt, de paxilline mais aussi à la formation 
des fibres de stress ainsi qu’à la prolifération des CE sous l’effet des anticorps anti-HLA de 
classe I.	  
Le rôle majeur de la protéine mTOR (mammalian target of rapamycine) et des complexes 
mTORC1 (composé de mTOR et Raptor) et mTORC2 (composé de mTOR et Rictor) dans la 
prolifération des CE induite par les anticorps anti-HLA de classe I a été mis en évidence 
(Jindra et al., 2008c). Les anticorps anti-HLA induisent la phosphorylation séquentielle de 
FAK, Src, mTOR. Ils provoquent aussi la formation des deux complexes mTORC1 et 
mTORC2 avec pour conséquence une diversité fonctionnelle dans les CE. mTORC1 est 
responsable de la phosphorylation de S6K alors que mTORC2 est impliqué dans la 
phosphorylation de Akt. mTOR est également impliquée dans la phosphorylation de S6RP et 
4E-BP1 et l’augmentation de l’expression de Bcl-2 induite par les anticorps anti-HLA de 
classe I dans les CE. Il a été montré que les anticorps anti-HLA de classe I induisent la 
phosphorylation de ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinases) par un mécanisme 
dépendant de mTOR et de Rictor et donc du complexe mTORC2 (Jindra et al., 2008b). 
Sous l’effet des anticorps anti-HLA de classe I, la partie cytoplasmique de la chaine lourde 
des molécules HLA interagit spécifiquement avec l’intégrine β4 (Figure 13) (Zhang et al., 
2010). Cette interaction est indispensable pour induire la phosphorylation de protéines telles 
que FAK, Src, Akt, ERK mais aussi l’effet prolifératif des anticorps anti-HLA sur les CE. Les 
molécules HLA sont, de manière réciproque, nécessaires à la signalisation induite par 
l’intégrine β4 telle que la phosphorylation de ERK menant à la migration des CE. Il y a donc 
une dépendance mutuelle de ces deux protéines pour induire certains de leurs effets. 
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Figure 13. Coopération entre les molécules HLA de classe I et l’intégrine β4 
La signalisation activée par les anticorps anti-HLA dans les CE et les CML requiert l’interaction des molécules 
HLA avec l’intégrine β4. Cette association permet aux molécules HLA de pouvoir transduire des signaux malgré 
leur partie intracellulaire peu développée (D'après Zhang and Reed, 2012). 
 
Lors de la stimulation des CE avec des anticorps anti-HLA, les filaments d’actine 
s’organiseraient en fibres de stress et certaines protéines s’associeraient au cytosquelette 
notamment le facteur d’initiation de la traduction eIF4A1 (Ziegler et al., 2012b). La formation 
des fibres de stress nécessite la phosphorylation de la chaine légère de la myosine (myosine 
light chain MLC). La formation des fibres de stress induite par les anticorps anti-HLA serait 
indépendante de la concentration intracellulaire en calcium mais dépendrait de ERK1/2 qui 
contrôle la phosphorylation de MLC via la MLC kinase (MLCK) et ROK (Figure 14) (Ziegler 
et al., 2012a). Par ailleurs, mTORC2 et ERK1/2 s’associent en un complexe sous l’effet des 
anticorps anti-HLA dans les CE. 
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Figure 14. Anticorps anti-HLA et formation des fibres de stress 
La phosphorylation de ERK précède le réarrangement du cytosquelette. ERK pourrait inhiber MLCP via ROK 
mais aussi activer MLCK, induisant ainsi la phosphorylation de MLC nécessaire à la formation des fibres de 
stress (D'après Ziegler et al., 2012a). 
 
Par ailleurs, l’équipe de Reed a également démontré que les anticorps anti-HLA induisent la 
prolifération des CML (Harris et al., 1997), l’augmentation de la phosphorylation sur tyrosine 
de certaines protéines et une augmentation de l’expression à la membrane de FGFR (Bian et 
al., 1998), signalisation semblable à celle induite par les anticorps anti-HLA dans les CE. Les 
anticorps anti-HLA ont un effet prolifératif sur les CML mais aussi un effet migratoire (Li et 
al., 2011). De manière analogue aux CE, FAK est impliquée dans la phosphorylation de Akt 
et de ERK1/2 ainsi que dans la prolifération et la migration induite par les anticorps anti-HLA 
dans les CML. 
 
b- Perméabilité endothéliale 	  
En lien avec le fait que l’une des caractéristiques du rejet humoral est l’œdème interstitiel, les 
anticorps anti-HLA de classe I pourraient induire une augmentation de la perméabilité 
paracellulaire des CE (Figure 15) (Bieri et al., 2009), de même qu’une augmentation de 
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l’expression de VEGF dépendante de PI3K et mTOR mais pas de Src. L’étude de l’expression 
de la VE-cadhérine, souvent reliée à la perméabilité, montre que les anticorps anti-HLA 
induisent une augmentation de sa phosphorylation et une diminution de son expression à la 
membrane plasmique, dépendantes de l’axe VEGF/VEGFR2 et de Src. Dans cette étude, il est 
rapporté que la prolifération des CE induite par les anticorps anti-HLA dépend de mTOR et 
PI3K mais pas de Src. Ces résultats sont donc en contradiction avec les études précédentes 
rapportant le rôle crucial de Src dans l’effet prolifératif des anticorps anti-HLA. 
 
 
Figure 15. Anticorps anti-HLA et perméabilité endothéliale 
Plusieurs protéines participant à l’effet prolifératif sont impliquées dans la perméabilité paracellulaire dont PI3K, 
mTOR et Src. L’augmentation de la perméabilité est dépendante de l’axe VEGF/VEGFR2 et de la dégradation 
de la VE-cadhérine (D'après Bieri et al., 2009). 
 
c- Inflammation 	  
Il a été montré que les cytokines pro-inflammatoires IFN-γ et TNF-α potentialisent la 
signalisation induite par les anticorps anti-HLA via l’augmentation de l’expression des 
molécules HLA à la surface des CE et des CML (Bian and Reed, 1999). Lors des épisodes de 
rejet aigu, les lymphocytes T alloréactifs et les macrophages qui s’infiltrent au niveau du 
greffon libèrent respectivement de l’IFN-γ et du TNF-α, on peut donc penser que les cellules 
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vasculaires du greffon seront plus sensibles aux anticorps anti-HLA. De plus, les anticorps 
anti-HLA induisent l’activation de NF-κB, suggérant le déclenchement d’une réponse 
inflammatoire dans ces cellules (Smith et al., 2000b). Il a été démontré que les anticorps anti-
HLA de classe I induisent l’expression du facteur tissulaire dans les CE (Naji et al., 2005). 
Les CE n’expriment le facteur tissulaire que lorsqu’elles sont dans un contexte inflammatoire, 
ce qui augmente le risque de thrombose. Par ailleurs, les anticorps anti-CMH de classe I 
augmentent la production de nombreuses protéines dont des cytokines et des chimiokines 
telles que MCP-1, CXCL1, IL-1α, RANTES et TIMP-1 par les CE de souris. La co-culture de 
CE stimulées avec les anticorps anti-CMH avec des macrophages induit une plus forte 
libération de ces protéines via un mécanisme dépendant du FcγRIII de macrophages (Lee et 
al., 2007). De plus, il a été montré que les anticorps anti-HLA de classe I induisent 
l’exocytose des corps de Weibel-Palade des CE (Figure 16). Ces granules de stockage sont les 
équivalents des granules α plaquettaires. Ils sont riches en facteur de von Willebrand (FvW) et 
en sélectine P. Ainsi, les anticorps anti-HLA de classe I induisent une augmentation de la 
libération du FvW et de l’externalisation de la sélectine P. De plus, ils provoquent une 
augmentation de l’adhésion des leucocytes via la sélectine P (Yamakuchi et al., 2007). Ses 
résultats ont été confirmés par un étude rapportant un rôle du calcium dans l’exocytose des 
corps de Weibel-Palade induite par les anticorps anti-HLA (Valenzuela et al., 2013a). 
Récemment, il a été montré que le complément et non les anticorps anti-HLA induit 
l’exocytose des corps de Weibel-Palade des CE, ce qui contredit les travaux précédents (Meli 
et al., 2012). 
 
 
Figure 16. Interaction CE/leucocyte Fc indépendante induite par les anticorps anti-HLA  
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Les anticorps anti-HLA induisent l’externalisation de la sélectine P lors de l’exocytose des corps de Weibel-
Palade dans les CE. Cette externalisation est imporante pour l’adhésion des leucocytes sur les CE (D'après 
Valenzuela and Reed, 2011). 
 
Par ailleurs, la stimulation des CE avec des anticorps anti-HLA induit la sécrétion de 
cytokines pro-inflammatoires telles que IL-1β, IL-6, IL-8, TNF-α  alors que IL-2, IL-4, IL-5, 
IL-10, IL-12, IL-13 et IFN-γ, entre autres, ne voient pas leur sécrétion significativement 
modifiée (Reyes-Vargas et al., 2009). Très récemment, il a été montré que les anticorps anti-
HLA induisent l’adhésion des monocytes sur les CE stimulées. Cet effet est dépendant de la 
sous-classe des anticorps : les anticorps ayant une forte affinité pour les récepteurs Fc ont une 
meilleure capacité à induire l’adhésion des monocytes sur les CE (les IgG2a de souris ont une 
plus grande affinité que les IgG1 de la même espèce). En fait, les anticorps anti-HLA agissent 
via leur portion F(ab)’2 sur les CE mais aussi via leur portion Fc sur les monocytes après 
fixation sur les molécules HLA des CE (Figure 17) (Valenzuela et al., 2013b). Cet effet sur 
les monocytes passe principalement par leur FcγR1. Dans tous les cas, l’augmentation de 
l’expression à la membrane plasmique de la sélectine P suite à la stimulation des CE avec les 
anticorps anti-HLA est nécessaire à l’adhésion des monocytes. Les interactions sélectine P/ 
PSGL-1 et ICAM-1/Mac-1 sont primordiales pour induire l’adhésion des monocytes sur les 
CE stimulées avec les anticorps anti-HLA. Les anticorps anti-HLA monoclonaux et 
polyclonaux de type IgG1 humains, ayant de l’affinité pour les FcγR1, induisent l’adhésion 
des monocytes sur les CE par le même mécanisme dépendant de la sélectine P et de ICAM-1. 
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Figure 17. Interaction CE/leucocyte Fc dépendante induite par les anticorps anti-HLA  
L’interaction Fc indépendante, déjà décrite, a lieu lors de la stimulation des CE avec des anticorps anti-HLA 
dont la portion Fc a une affinité faible pour des FcR. L’adhésion des leucocytes sur les CE peut aussi dépendre 
de la portion Fc. Lorsque les CE sont stimulées avec des anticorps anti-HLA ayant une forte affinité avec des 
FcR, la liaison Fc/FcR participe et renforce l’interaction CE/leucocytes (D'après Valenzuela et al., 2013b). 
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CHAPITRE 2 LES SPHINGOLIPIDES 
 
I- LES SPHINGOLIPIDES BIOACTIFS 
 
1) Introduction 
 
Au cours des vingt dernières années, les lipides bioactifs sont devenus un champ 
d’investigation très important. Initialement connus pour leur rôle dans la structure des 
membranes biologiques et dans le métabolisme énergétique, certains lipides, tels que les 
sphingolipides, se sont avérés être des molécules de signalisation, régulatrices de nombreuses 
fonctions cellulaires. Historiquement, les premiers sphingolipides bioactifs à avoir été étudiés 
sont la sphingosine (Sph) par le groupe de Yusuf Hannun (Hannun and Bell, 1989), la 
sphingosine-1-phosphate (S1P) avec les travaux de Sarah Spiegel (Zhang et al., 1991) et le 
céramide (Cer) avec le groupe de Richard Kolesnick (Kolesnick, 1992). D’autres 
sphingolipides ont également été étudiés un peu plus tard tels que ceramide-1-phosphate 
(C1P) (Gomez-Munoz et al., 1995). La structure de base des sphingolipides est constituée 
d’une base sphingoïde, telle que la Sph, qui peut être liée par une liaison amide à un acide 
gras pour former du Cer. Le groupement hydroxyle leur permet de lier un groupement 
phosphate ou des sucres (Figure 18). 
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Figure 18. Structure des principaux sphingolipides 
Les parties hydrophobes et les parties hydrophiles varient en fonction de la nature du sphingolipide (Adapté de 
Trayssac et al., 2012). 
 
Dans les membranes biologiques, les sphingolipides sont présents avec le cholestérol dans les 
radeaux lipidiques ou rafts, qui sont des micro-domaines spécialisés dans la signalisation car 
ils présentent une composition particulière en protéines. Des interactions entre lipides et entre 
lipides et protéines permettent la stabilisation de certains radeaux lipidiques entraînant ainsi la 
formation de plateformes de signalisation (Sonnino and Prinetti, 2013). La signalisation des 
sphingolipides est très complexe car, au delà de leur rôle dans la biologie de la cellule, leur 
métabolisme est interconnecté, d’où l’intérêt de connaître à la fois les mécanismes de 
régulation du métabolisme sphingolipidique et les mécanismes moléculaires par lesquels les 
sphingolipides transduisent la signalisation. Depuis quelques années, il est devenu évident que 
les sphingolipides jouent un rôle dans de nombreuses pathologies telles que le diabète, le 
cancer, les maladies neurodégénératives et les maladies cardiovasculaires. 
 
2) Le métabolisme des sphingolipides 
 
Le métabolisme des sphingolipides implique des enzymes dont l’activité dépend de leur 
localisation intracellulaire et de leur mécanisme d’activation. Le Cer a un rôle central dans ce 
métabolisme (Figure 19). Il provient de deux principales sources. L’activité sérine 
palmitoyltransférase (SPT) permet de former des sphingolipides de novo, notamment du Cer. 
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La condensation de sérine et de palmitate sous l’effet de la SPT formant ainsi de la 3-céto-
dihydro-Sph (Hannun and Obeid, 2002). Cette dernière peut être réduite en dihydro-Sph puis 
acylée en Cer par des Cer synthases (CerS) (Pewzner-Jung et al., 2006). Ces réactions ont lieu 
au niveau de la membrane du réticulum endoplasmique (Bartke and Hannun, 2009). Le Cer 
peut aussi provenir de la dégradation de la sphingomyéline (SM) par des sphingomyélinases 
(SMase) (Marchesini and Hannun, 2004). Il peut être phosphorylé par une Cer kinase pour 
former du C1P mais aussi glycosylé pour former du Glc-Cer. Le Cer peut être dégradé en Sph 
sous l’action de céramidases (CDase) (Mao and Obeid, 2008). La Sph peut être recyclée en 
Cer via des CerS ou phosphorylée par des sphingosine kinases (SKase) pour former de la S1P 
(Hait et al., 2006). La S1P peut être déphosphorylée par des S1P phosphatases pour re-générer 
de la Sph (Johnson et al., 2003) ou irréversiblement dégradée par la S1P lyase pour produire 
de l’éthanolamine phosphate et de l’hexadécénal qui ne sont pas des sphingolipides 
(Bandhuvula and Saba, 2007). Les activités SMase, CDase et SKase sont présentes au niveau 
de la membrane plasmique. 
 
 
Figure 19. Métabolisme des sphingolipides 
Ce métabolisme met en jeu de nombreuses enzymes participant à la biosynthèse et à la dégradation des différents 
sphingolipides. Le Cer apparaît comme jouant un rôle central, ayant plusieurs sources de génération et étant à 
l’origine de la synthèse de nombreux sphingolipides (D'après Hannun and Obeid, 2008). 
 
3) Le céramide 
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Plusieurs stimuli peuvent entraîner une augmentation du taux de Cer. Le TNF-α, 
l’interleukine IL-1 et la liaison des récepteurs de mort (FasL) induisent sa formation 
(Kolesnick et al., 1994). Les espèces réactives de l’oxygène (Goldkorn et al., 1998) et certains 
agents chimiothérapeutiques (Bose et al., 1995) induisent aussi la génération de Cer. 
L’augmentation du taux de Cer a généralement un effet apoptotique sur les cellules. Les 
sphingolipides peuvent interagir avec d’autres lipides mais aussi avec des protéines. Il a été 
montré que le Cer, produit par la SMase acide (aSMase) en réponse au TNF-α, peut interagir 
directement avec des protéases (cathepsine D) au niveau des lysosomes et les activer 
(Heinrich et al., 2004). Il active également les caspases effectrices 3 et 7 qui participent à 
l’exécution du signal de mort cellulaire (Cuvillier et al., 1998). Il peut aussi activer des 
kinases de la famille de PKC (Wang et al., 2005), des phosphatases (phosphatases activées 
par le Cer, CAPP), PP1 et PP2A (Chalfant et al., 1999), qui vont déphosphoryler certaines 
protéines comme Rb (Dbaibo et al., 1995), Akt (Zhou et al., 1998) ou Bcl-2 (Morales et al., 
2007). Leur déphosphorylation entraîne un arrêt du cycle cellulaire ou une inhibition de la 
survie cellulaire. La mitochondrie semble jouer un rôle important dans les effets cytotoxiques 
du Cer car la surexpression de protéines mitochondriales, telles que Bcl-2 ou Bcl-xL, inhibe 
ces effets (Sawada et al., 2000). Le Cer pourrait former des canaux au niveau de la membrane 
externe de la mitochondrie et permettrait le passage de protéines pro-apoptotiques (Sawada et 
al., 2000). Le Cer peut aussi participer à l’oligomérisation de certains récepteurs et à la 
formation de microdomaines. Il participe à l’apoptose et la nécrose des cellules mais aussi à 
leur différenciation et sénéscence (Hetz et al., 2002). 
Le Cer, composé de deux chaînes hydrophobes, va agir au niveau du compartiment de 
formation (Lopez-Montero et al., 2005). Mais son action n’est pas limitée à ce compartiment 
car il existe plusieurs possibilités de transport (Figure 20). Le transport de ces sphingolipides 
peut se faire à l’aide de protéines de transport spécifiques et par l’intermédiaire de vésicules. 
Ainsi, le Cer peut être transporté par la protéine de transfert du Cer (CERT) du réticulum 
endoplasmique jusqu’au Golgi (Hanada et al., 2003). 
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Figure 20. Transport et mouvement des sphingolipides 
Les mécanismes par lesquels les sphingolipides bioactifs peuvent interagir avec d’autres lipides ou des protéines 
afin de transduire la signalisation sont divers. Le Cer est très peu soluble à cause de ses deux chaînes 
hydrophobes. Il va pouvoir être transporté par une protéine de transfert et par des vésicules. La S1P, composée 
d’une seule chaîne hydrophobe, est soluble dans le milieu intracellulaire. Elle peut aussi être transportée à l’aide 
de protéines spécifiques (D'après Hannun and Obeid, 2008). 
 
4) La sphingosine-1-phosphate 
 
Certains facteurs de croissance stimulent la génération de S1P tels que le PDGF et le VEGF 
(Meyer Zu Heringdorf, 2004). Les cytokines telles que le TNF-α, le TGF-β et l’IL-1 induisent 
aussi la production de S1P (Taha et al., 2006). 
La S1P peut agir en intracellulaire mais aussi en extracellulaire de manière autocrine et 
paracrine. Les mécanismes d’action de S1P en intracellulaire demeurent encore peu connus 
(Figure 21). Elle pourrait activer les canaux calciques conduisant à une mobilisation du 
calcium (Meyer zu Heringdorf et al., 2003). Elle pourrait aussi inhiber NF-κB et activer Akt 
(Suomalainen et al., 2005). 
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Figure 21. Signalisation activée par la S1P intracellulaire 
Seuls quelques effets de l’action intracellulaire de S1P sont actuellement connus. Par exemple, S1P induit 
l’inhibition de NF-κB et l’augmentation de la concentration intracellulaire en calcium (D'après Spiegel and 
Milstien, 2003). 
 
L’action extracellulaire de S1P se fait via sa fixation sur ses récepteurs (S1PR) (Lee et al., 
1998). Les S1PR sont des récepteurs couplés à des protéines G (RCPG). Il en existe 5 types, 
de S1P1 à S1P5, qui ont une expression tissulaire différentielle et sont capables d’activer de 
nombreuses voies de signalisation. Les S1PR peuvent être couplés à des protéines Gi, Gq ou 
G12-13. Ainsi, des voies de signalisation peuvent être activées par la S1P telles que la voie 
des MAPK, la voie PI3K/Akt, la voie PLC/IP3/calcium, la voie Rho/cytosquelette. La S1P 
peut donc moduler la prolifération, la migration et la survie cellulaire. 
 
La S1P, comme la Sph, est formée d’une seule chaîne hydrophobe, et est donc suffisamment 
soluble pour pouvoir se déplacer et agir à distance de son site de génération (Figure 20) (Khan 
et al., 1991). La S1P est produite au niveau du feuillet interne de la membrane plasmique. Elle 
peut se retrouver dans le milieu intracellulaire et rejoindre les membranes intracellulaires 
(vésicules ou organites). Elle peut être transportée au niveau du feuillet externe puis agir sur 
ses récepteurs (S1PR) (Figure 22) (Hla et al., 2001). La S1P peut être internalisée du feuillet 
externe vers le cytosol. Les protéines qui réalisent le transport de la S1P appartiennent à la 
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famille des transporteurs ABC (Mitra et al., 2006). Il peut s’avérer assez compliqué de 
distinguer les effets intracellulaires et les effets extracellulaires de la S1P (Tolan et al., 1999).  
 
 
Figure 22. Mécanisme de synthèse, transport et action extracellulaire de la S1P 
L’activité sphingosine kinase est activée par de nombreux stimuli. La S1P produite peut être externalisée et agir 
en se fixant sur ces récepteurs. Ce sont des récepteurs couplés à des protéines G qui vont activer de nombreuses 
voies de signalisation, telles que les MAPK ou PI3K/Akt, aboutissant à divers effets biologiques comme la 
prolifération et la migration cellulaires (D'après Hannun and Obeid, 2008). 
 
5) La sphingosine et le céramide-1-phosphate 
 
La Sph module des protéines kinases et des protéases (caspases) et participe à l’arrêt du cycle 
cellulaire et à l’apoptose. Elle régule le cytosquelette d’actine et les processus d’endocytose. 
Elle inhibe des protéines de la famille des PKC (Smith et al., 2000a). Le C1P a été impliqué 
dans la prolifération cellulaire (Gomez-Munoz et al., 1995). Il participe également à 
l’inhibition de l’apoptose via l’inhibition de la aSMase (Gomez-Munoz et al., 2004), 
l’activation de la voie PI3K/Akt/NF-κB et le maintien de l’expression de Bcl-2 (Gomez-
Munoz et al., 2005). Il est aussi impliqué dans les processus inflammatoires et dans le trafic 
vésiculaire (Chalfant and Spiegel, 2005). Il induit directement la translocation vers l’appareil 
de Golgi et l’activation de la phospholipase A2 cytosolique en réponse à l’IL-1β (Pettus et al., 
2004). 
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6) Le rhéostat sphingolipidique 
 
La S1P est généralement associée à la prolifération et la survie des cellules, alors que le Cer a 
un rôle dans l’arrêt du cycle et la mort cellulaire (Figure 23) (Spiegel and Milstien, 2003). Du 
fait que ces sphingolipides sont interconvertibles, il a été suggéré que leur taux relatif 
détermine le devenir de la cellule. Cette notion de rhéostat sphingolipidique a été mise en 
évidence dans une étude montrant que la S1P inhibe l’apoptose induite par une augmentation 
du Cer (Cuvillier et al., 1996). La S1P permet de diminuer l’apoptose induite par le Cer, la 
SMase, le TNF-α et le ligand de Fas (FasL). L’effet cytoprotecteur de la S1P passe par 
l’activation des MAPK (mitogen-activated protein kinase) ERK (extracellular signal-
regulated kinases). De plus, la S1P induit l’inhibition des SAPK (stress-activated protein 
kinase) JNK (c-Jun N-terminale kinase) initialement activées par le Cer pour médier 
l’apoptose. De plus, la balance Cer/S1P module la voie PI3K/Akt. Le Cer inhibe cette voie via 
l’action des phosphatases PP2A et PTEN (phosphatase and tensin homolog) (Lin et al., 2007) 
(Goswami et al., 2005). PP2A, cible du Cer, est capable d’inhiber SK1 en la déphosphorylant 
(Barr et al., 2008). De plus, S1P pourrait inhiber l’activité CerS2, permettant ainsi de 
diminuer la génération de Cer (Laviad et al., 2008). La balance Cer-Sph/S1P peut moduler 
l’activité des protéines qui régulent la famille des protéines G, les RGS (Hendriks-Balk et al., 
2009). Ces protéines ont une activité GAP (GTPase-activating proteins). Elles induisent 
l’inactivation de la protéine G car elles catalysent l’échange du GTP en GDP. La Sph active 
les GAP et donc inactive les protéines G telles que Ras alors que la S1P antagonise ces effets 
en prolongeant l’activation des protéines G, notamment dans les cellules tumorales en réponse 
au VEGF (Wu et al., 2003).  
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Figure 23. Rhéostat sphingolipidique 
Le Cer et la Sph sont associés à l’arrêt du cycle cellulaire et à l’apoptose alors que la S1P est associée à la survie 
et à la prolifération cellulaire (D'après Spiegel and Milstien, 2003). 
 
II- LES ENZYMES DE LA VOIE DES SPHINGOLIPIDES 
 
1) Les sphingomyélinases 
 
Les SMase hydrolysent la SM en Cer et phosphocholine. Plusieurs types de SMase ont été 
identifiés. Elles se distinguent par le pH optimal d’action et leur localisation subcellulaire. 
 
a- La sphingomyélinase acide 	  
La SMase acide (aSMase) est localisée au niveau des lysosomes et du feuillet externe de la 
membrane plasmique (Goni and Alonso, 2002). Son expression est ubiquitaire. Elle peut être 
sécrétée et retrouvée dans le sérum. Le gène qui code pour cette protéine est SMPD1. La 
synthèse de la aSMase implique un pro-précurseur qui est clivé dans le réticulum 
endoplasmique (RE) et le Golgi pour former le précurseur. Ce précurseur est clivé dans le 
compartiment endo-lysosomal pour former la aSMase active et mature. Son pH optimum se 
situe entre 4,5 et 5,5 (Marchesini and Hannun, 2004). Elle est activée par le TNF-α, les 
ligands des récepteurs de mort, les rayons ultraviolets (UV), les agents chimiothérapeutiques 
(Rotolo et al., 2005), et son action peut parfois conduire à l’apoptose (Bezombes et al., 2001). 
Les mécanismes par lesquels la aSMase est activée ne sont pas connus. Un rôle des espèces 
réactives de l’oxygène (ERO) est suspecté (Castillo et al., 2007). Les UV activent la aSMase 
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par une phosphorylation dépendante de la PKCδ (Zeidan and Hannun, 2007). Elle peut activer 
des cathepsines par l’intermédiaire du Cer. Elle peut également recruter la cavéoline 1 près de 
PI3K dans les radeaux lipidiques, ce qui inhibe l’activité PI3K. Un défaut de aSMase induit 
une augmentation de la SM dans de nombreux organes conduisant à la maladie de Niemann-
Pick, maladie neurodégénérative (Otterbach and Stoffel, 1995). La aSMase a un rôle pro-
athérogène en participant à la rétention des lipoprotéines dans l’espace sous-endothélial 
(Devlin et al., 2008). 
 
b- Les sphingomyélinases neutres 	  
 
Figure 24. Activateurs de l’activité nSMase et effets biologiques associés 
Les nSMase sont activées par de nombreux agents et elles jouent un rôle dans la physiologie et la 
physiopathologie. Les nSMase sont impliquées dans l’apoptose et l’arrêt du cycle cellulaire mais aussi dans la 
croissance et le développement. Leur rôle dans le cancer, l’inflammation et les maladies neurodégénératives a 
été mis en évidence (D'après Wu et al., 2010). 
 
Les nSMase sont activées par de nombreux agents de stress et cytokines (Figure 24) (Clarke 
et al., 2006). Elles sont dépendantes du magnésium et leur pH optimal d’activation est 7. Leur 
domaine catalytique est très conservé (Hofmann et al., 2000). Elles sont présentes au niveau 
du RE et du Golgi mais aussi au niveau du feuillet interne de la membrane plasmique 
(Andrieu-Abadie and Levade, 2002). Trois types de SMase neutres ont été mis en évidence. 
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- la nSMase1 est codée par le gène SMPD2. Elle ne semble pas avoir de rôle majeur dans le 
métabolisme des sphingolipides puisque sa surexpression n’a pas de conséquence (Tepper et 
al., 2001). In vitro et in vivo, elle semble avoir une activité phospholipase (PLC) plutôt qu’une 
activité SMase (Clarke et al., 2006). Les souris SMPD2 KO n’ont pas de phénotype 
particulier, l’activité nSMase étant diminuée mais le taux de SM inchangé (Zumbansen and 
Stoffel, 2002). 
 
 
Figure 25. Structure des nSMase humaines 
Le domaine catalytique est très conservé au cours de l’évolution. Elles présentent des domaines hydrophobes ou 
transmembranaires ainsi qu’un domaine de liaison au magnésium à proximité du domaine catalytique, leur 
activité étant dépendante du magnésium (D'après Wu et al., 2010). 
 
- la nSMase2, est codée par le gène SMPD3. Elle est exprimée de façon ubiquitaire. Elle 
possède deux domaines hydrophobes dans sa partie N-terminale et son domaine catalytique se 
situe dans la partie C-terminale (Figure 25). C’est une protéine de 71 kDa, située à l’état basal 
au niveau du Golgi (Clarke et al., 2008). De nombreux agents activent la nSMase2, en 
particulier, le TNF-α, l’IL-1 (Nikolova-Karakashian et al., 2008). Son mécanisme d’activation 
reste inconnu mais sa translocation à la membrane plasmique jouent un rôle important dans la 
régulation de sa fonction. Sa translocation à la membrane plasmique est dépendante de la 
MAPK p38 et de PKC-δ, notamment sous l’effet du TNF-α (Figure 26) (Clarke et al., 
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2007) (Clarke et al., 2008). Le lien (si il existe) entre p38 et PKC-δ reste à établir. Il semble 
que sa translocation ne soit pas nécessaire à son activation. 
Le stress oxydant joue un rôle important dans l’activation de la nSMase (Levy et al., 2006). 
La génération d’espèces réactives de l’oxygène (ERO) est impliquée dans l’activation de 
nSMase2 en réponse au TNF-α (Liu et al., 1998). L’utilisation d’anti-oxydants permet de 
bloquer l’activation de nSMase2 induite par des cytokines (Singh et al., 1998). H2O2 peut 
mimer l’effet de la génération de ERO et induire l’activation de la nSMase2 (Castillo et al., 
2007). 
L’activation de nSMase2 est fortement liée à son état de phosphorylation. La nSMase2 
interagit constitutivement avec la calcineurine, cette dernière étant un régulateur négatif de 
nSMase2 puisque elle induit sa déphosphorylation (Filosto et al., 2010).  
Le rôle de nSMase2 dans la régulation du cycle cellulaire, de la migration et de 
l’inflammation est bien connu. Le TNF-α induit une augmentation des molécules d ‘adhésion 
ICAM-1 et VCAM-1 via nSMase2 (Clarke et al., 2007). Le TNF-α induit l’augmentation de 
l’expression de la NO synthase endothéliale (eNOS) via l’activation de la nSMase2 (De 
Palma et al., 2006). La nSMase2 est également impliquée dans l’effet migratoire du TNF-α 
(Clarke et al., 2007). La nSMase serait impliquée dans l’arrêt du cycle cellulaire car elle 
induit une hypophosphorylation de la protéine Rb qui, ainsi, reste active et inhibe l’avancée 
dans le cycle cellulaire (Marchesini et al., 2004). S6K serait une autre cible de nSMase2 
(Clarke et al., 2011). nSMase2 induirait la diminution de la phosphorylation de S6K ce qui 
inhibe la traduction. 
Les souris SMPD3-/- ont des problèmes de croissance et de développement des os (Stoffel et 
al., 2005), tout comme les souris FRO qui ont une mutation de SMPD3 et expriment une 
nSMase2 non fonctionnelle suite à une délétion de la partie C-terminale (Aubin et al., 2005). 
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Figure 26. Mécanismes de régulation et fonctions de la nSMase2 
De nombreux activateurs de nSMase2 sont connus mais les intermédiaires de cette activation restent à découvrir. 
La meilleure connaissance de la régulation de nSMase2 devrait permettre de trouver de nouveaux rôles 
physiologiques et physiopathologiques (D'après Clarke and Hannun, 2006). 	  -­‐	  la	  nSMase3 est codée par le gène SMPD4 et semble avoir des caractéristiques bien distinctes 
des autres nSMases de part sa faible homologie avec la nSMase1 et nSMase2 (Krut et al., 
2006). Elle est activée par le TNF-α. Elle s’associe au récepteur du TNF de type 1 (TNFR1) et 
à la protéine FAN (factor associated with nSMase activation). Son activation est dépendante 
de FAN. 
 
c- La sphingomyélinase alcaline 	  
Une activité SMase alcaline a également été identifiée. Elle agit à pH 8. Elle est exprimée au 
niveau de l’intestin pour permettre la dégradation de la SM provenant de l’alimentation 
(Nyberg et al., 1996). 
 
2) Les céramidases 
 
Les céramidases sont responsables de la déacylation du Cer en Sph. Elles sont également 
classée en fonction de leur pH d’action : acide, neutre ou alcalin (Mao and Obeid, 2008). 
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a- La céramidase acide 	  
C’est une enzyme lysosomale qui agit à pH 4,5. Elle présente une expression ubiquitaire et 
relativement élevée. Elle ne serait pas impliquée dans l’apoptose induite par le TNF-α, le 
ligand de Fas ou les agents chimiothérapeutiques puisque les cellules déficientes sont aussi 
sensibles que les cellules normales (Segui et al., 2000). Les souris KO pour le gène codant 
pour cette enzyme présentent un phénotype létal (Eliyahu et al., 2007).  
 
b- La céramidase neutre 	  
Elle est située au niveau de la membrane plasmique. Son pH optimum est 7. Elle a une 
expression ubiquitaire mais faible. Elle protège la cellule de l’apoptose induite par le TNF-α 
(Osawa et al., 2005). Les souris ko pour cette enzyme n’ont pas de phénotype particulier 
(Kono et al., 2006). Une augmentation du Cer et une diminution de Sph sont observées au 
niveau de l’intestin. 
 
c- Les céramidases alcalines 	  
Elles sont aussi appelées ACER et sont au nombre de 3 et sont généralement situées au niveau 
du RE et du Golgi. Elles agissent à un pH situé entre 8,5 et 9,5. Il semble que leur activation 
soit dépendante du calcium. La céramidase alcaline 1 est très exprimée au niveau de la peau. 
Elle aurait un rôle dans l’arrêt du cycle cellulaire et la différenciation des kératinocytes (Sun 
et al., 2008). La céramidase alcaline 2 serait impliquée dans la survie cellulaire (Xu et al., 
2006) alors que la céramidase alcaline 3 serait impliquée dans la prolifération et l’apoptose 
(Hu et al., 2010). Il existerait une coordination entre ces deux enzymes pour réguler la 
prolifération et la survie cellulaire. 
 
3) Les sphingosine kinases 
 
Les SKase catalysent la phosphorylation de la Sph en S1P. Les SKase présentent des 
domaines hautement conservés dont 3 formant le domaine catalytique qui contient un site de 
liaison à l’ATP (Figure 27). Chez les Mammifères, 2 isoformes ont été identifiées : SK1 et 
SK2 (Liu et al., 2002). Elles sont très différentes du point de vue de leur séquence, de leur 
activité catalytique, de leur localisation et de leur fonction, SK1 étant impliquée dans la 
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prolifération alors que SK2 pourrait participer à l’apoptose (Maceyka et al., 2005). Les SKase 
ont chacune leur spécificité de substrat : SK1 phosphoryle la Sph et la dihydro-Sph alors que 
SK2 phosphoryle la dihydro-Sph. 
 
 
Figure 27. Structure de SK1 et SK2 
Les sites de liaison à l’ATP sont hautement conservés. Par contre, les sites de phosphorylation et les sites 
d’interaction avec des protéines sont différents (D'après Chan and Pitson, 2013). 
 
a- La sphingosine kinase 1 	  
SK1 est une protéine de 46 kDa, sa distribution tissulaire est assez large avec un fort niveau 
d’expression dans le cerveau, le cœur, le poumon et la rate. En conditions basales, SK1 est 
cytosolique. Elle présente également plusieurs sites de phosphorylation potentiels et plusieurs 
séquences consensus de liaison à la calmoduline, qui sont nécessaires à son activation ainsi 
qu’à sa translocation à la membrane plasmique. Il a été montré que sa phosphorylation sur la 
sérine 225 augmente son activité et est indispensable à sa translocation à la membrane 
plasmique (Figure 28) (Pitson et al., 2003). 
SK1 est activée par des facteurs de croissance, tels que le PDGF, l’EGF, ainsi que par des 
cytokines comme le TNF-α et l’IL-1 (Hait et al., 2006). Cette activation provoque une 
augmentation de la génération de S1P. Les intermédiaires de cette activation sont PKC 
(Johnson et al., 2002), PLD (Melendez et al., 1998) et ERK1/2 (Radeff-Huang et al., 2007). 
ERK, en particulier, peut directement phosphoryler SK1 sur la sérine 225 et induire son 
activation ainsi que sa translocation (Pitson et al., 2003). L’effet oncogène de SK1 serait dû à 
sa translocation à la membrane plasmique qui dépend de sa phosphorylation plutôt qu’à 
l’augmentation de son activité (Pitson et al., 2005). 
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La protéine PP2A induit la déphosphorylation de SK1 sur la sérine 225 et donc son 
inactivation (Barr et al., 2008). 
 
 
Figure 28. Mécanismes de régulation de SK1 
SK1 est activée par phosphorylation et participe à de nombreux effets biologiques tels que la survie, la 
prolifération et la migration cellulaire (D'après Chan and Pitson, 2013). 
 
La S1P générée par l’activation de SK1 peut être détectée dans le milieu extracellulaire. En 
effet, après sa synthèse au niveau de la membrane plasmique, la S1P peut être transportée 
dans le milieu extracellulaire (Siow and Wattenberg, 2011) via la protéine ABCC1 (Mitra et 
al., 2006). 
SK1 peut également se retrouver dans le milieu extracellulaire et participer à la régulation de 
taux de S1P dans le système vasculaire (Hla et al., 2008). SK1 est exportée dans le milieu 
extracellulaire de manière constitutive dans les CE via un mécanisme dépendant du 
cytosquelette d’actine (Ancellin et al., 2002). 
SK1 exerce des effets pro- et anti-inflammatoires. Elle est impliquée dans l’induction de la 
cyclooxygénase 2 (COX-2) (Pettus et al., 2003) et des molécules d’adhésion (Lee et al., 
1999), la production de prostaglandines (PG) ainsi que l’activation de la eNOS induites par le 
TNF-α (De Palma et al., 2006). SK1 n’est pas requise pour l’activation de NF-κB en réponse 
au TNF-α mais l’inhibition de SK1 potentialise l’induction de RANTES induite par le TNF-α 
(Adada et al., 2013). L’axe SK1/S1P/S1PR joue un rôle important dans la vasculogenèse et 
l’angiogenèse. La S1P régule la prolifération et la migration de ces cellules vasculaires (Peters 
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and Alewijnse, 2007). S1P participe aussi à la régulation de la fonction lymphocytaire (Rosen 
et al., 2003). 
 
b- La sphingosine kinase 2 	  
SK2 est présente au niveau du noyau, du RE et de la mitochondrie (Figure 29) (Strub et al., 
2011). Les mécanismes d’activation de SK2 ne sont pas connus. Le site de phosphorylation 
connu pour l’activation de SK1 n’est pas conservé chez SK2. Cependant, d’autres sites 
potentiels existent, tels que la sérine 351 ou la thréonine 578. SK2 serait activée par 
phosphorylation, notamment par ERK (Hait et al., 2007). SK2 pourrait interagir avec Bcl-xL, 
cette interaction étant potentiellement responsable des effets apoptotiques de SK2. Il semble 
que les effets pro-apoptotiques de SK2 ne soient pas dépendants des S1PR mais de l’existence 
d’un domaine similaire à celui des protéines de la famille Bcl-2 de type BH3 seulement (Liu 
et al., 2003). SK2 interagit avec Bcl-xL ce qui favoriserait l’action des protéines pro-
apoptotiques Bad et Bax. Récemment, il a été montré que SK2 interagit avec les HDAC1/2, 
qui sont des cibles de S1P (Hait et al., 2009). S1P inhiberait HDAC1/2 empêchant ainsi la 
déacétylation des histones. Ceci suggère un rôle pour SK2 dans la régulation de l’expression 
génique. 
 
Figure 29. Mécanismes de régulation de SK2 
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SK2 est présente au niveau du noyau où la S1P qu’elle produit active la transcription de protéines impliquées 
dans l’arrêt du cycle cellulaire. Elle interagit avec Bcl-xL ce qui promeut l’apoptose des cellules (D'après Chan 
and Pitson, 2013). 
 
Malgré leurs différences, SK1 et SK2 pourraient se substituer l’une à l’autre en cas d’absence 
ou d’inactivation d’une des deux. Les souris SPHK1-/- n’ont pas de phénotype particulier, 
elles présentent une diminution importante du taux de S1P dans le sérum (Allende et al., 
2004). Les souris SPHK2-/- ont un phénotype également viable mais n’ont peu ou pas de 
modification de la concentration sérique de S1P (Kharel et al., 2005). Par contre, les souris 
doublement invalidées ont un phénotype létal lié à des altérations des processus de 
neurogenèse et d’angiogenèse (Mizugishi et al., 2005). 
 
III- MECANISMES D’ACTIVATION DE LA VOIE DES 
SPHINGOLIPIDES 
 
La voie des sphingolipides est activée par de nombreux stimuli extracellulaires aboutissant à 
des réponses cellulaires différentes (Figure 30). L’équipe de recherche s’intéresse depuis de 
nombreuses années à cette voie et aux mécanismes cellulaires impliqués dans son activation, 
dans le but de mieux connaître le rôle des sphingolipides bioactifs dans la physiologie et la 
physiopathologie, en particulier cardiovasculaire. 
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Figure 30. Activateurs, cibles et effets biologiques des sphingolipides bioactifs 
Divers stimuli induisent la production des sphingolipides bioactifs. Ils ont pour cibles des kinases, des 
phosphatases, des protéases et des récepteurs. De nombreux effets biologiques sont médiés par ces 
sphingolipides. Leur taux relatif est indiqué. L’hydrolyse de 10% du contenu en SM va engendrer le doublement 
du taux de Cer et potentiellement une augmentation de la Sph et de la S1P. De même, la phosphorylation de 1% 
des molécules de Sph peut doubler le taux de S1P (D'après Hannun and Obeid, 2008). 
 
1) Rôle des métalloprotéases 
 
Les métalloprotéases matricielles sont des protéases dont l’activité dépend du zinc (Nagase et 
al., 2006). Elles sont impliquées dans la dégradation des protéines de la MEC (Galis and 
Khatri, 2002). On distingue 6 groupes de MMP : les matrilysines, les collagénases, les 
gélatinases, les stromélysines, les MMP membranaires et les autres (Figure 31). 
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Figure 31. Classification et dénomination des MMP 
La famille de MMP comprend plus d’une vingtaine d’enzymes endopeptidases spécialisées dans le clivage des 
protéines de la MEC. Cette classification repose sur leur spécificité de substrat (D’après le journal international 
de médecine, jim.fr). 
 
Leur activation nécessite le clivage de la pro-enzyme inactive au niveau de la partie N-
terminale de la protéine (Figure 32) (Chang and Werb, 2001) (Visse and Nagase, 2003). Ce 
clivage peut être réalisé par des sérine-protéases telles que la plasmine et la thrombine ou par 
des MMP membranaires telles que MT1-MMP (Ikeda and Shimada, 2003). Leur activation a 
le plus souvent lieu dans le milieu extracellulaire après sécrétion. Quand les MMP ont un site 
de reconnaissance par la furine au niveau du propeptide, elles peuvent être activées en 
intracellulaire. La furine active la pro-MT1-MMP lors de sa translocation à la membrane 
plasmique (Yana and Weiss, 2000). L’activation de MMP-2 a lieu à la surface cellulaire, 
après sécrétion et clivage par MT1-MMP principalement (Zhou et al., 2000). 
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Figure 32. Structure des MMP 
Cette classification repose sur leur structure. Généralement, elles possèdent un domaine de sécrétion et un 
domaine catalytique. Certaines ont un domaine transmembranaire leur permettant d’être présentes à la membrane 
plasmique (D'après Lafleur et al., 2003). 
 
L’équipe a montré que la voie des sphingolipides est activée par des métalloprotéases 
matricielles (Figure 33) (Auge et al., 2004). Les LDLox (oxidized low-density lipoproteins) 
	  	  
	  
Revue générale - Les sphingolipides 
	  
	   	  
80	  
induisent une libération de MMP dans le milieu extracellulaire, en particulier MMP-2. Les 
anticorps bloquant MT1-MMP et MMP-2 inhibent l’activation de nSMase et de ERK. MT1-
MMP est connu pour activer MMP-2 par clivage de sa pro-forme en N-terminale via la 
formation d’un complexe protéique (Nagase and Woessner, 1999). Les inhibiteurs 
pharmacologiques de MMP, tels que le batimastat et le Ro28-2653, inhibent l’activation de la 
nSMase, de ERK et la prolifération des CML induite par les LDLox. De plus, des siRNA 
dirigés contre MMP-2 et des fibroblastes MMP-2 KO permettent de confirmer le rôle majeur 
de MMP-2 en amont de la voie pro-proliférative. Les mécanismes par lesquels ces MMP sont 
activées par les LDLox restent à élucider. Leur activation peut être liée à l’endocytose, à 
l’activation d’intégrines ou de protéases. 
 
 
Figure 33. Signalisation activée par les LDLox dans les CML 
Il a été mis en évidence que des métalloprotéases sont à l’origine de l’activation du métabolisme de 
sphingolipides aboutissant à la prolifération des CML (D'après Auge et al., 2004). 
 
Par la suite, l’implication de la voie MMP/sphingolipides dans la prolifération des CML en 
réponse au TNF-α (2 ng/mL) a été mis en évidence (Figure 34) (Tellier et al., 2007). Les 
inhibiteurs pharmacologiques de la voie des sphingolipides bloquent la phosphorylation de 
	  	  
	  
Revue générale - Les sphingolipides 
	  
	   	  
81	  
ERK et la prolifération des CML induites par le TNF-α. Le TNF-α induit une augmentation 
des activités nSMase et SKase mais aussi de MMP-2 et de MT1-MMP. A l’aide d’inhibiteurs 
pharmacologiques, de siRNA et de fibroblastes MMP-2 KO, il a été montré que l’activation 
de la nSMase2 et la prolifération cellulaire induites par le TNF-α, dans les CML et les 
fibroblastes, est dépendante de MT1-MMP et MMP-2. 
Le rôle important de la furine dans l’initiation de la cascade MMP/sphingolipides et dans la 
prolifération des CML en réponse au TNF-α a été démontré, en accord avec le mécanisme 
d’activation connu de MT1-MMP. En effet, la furine est une protéase capable de cliver la pro-
forme de MT1-MMP en forme active (Thomas, 2002). L’activation de la furine se fait en 
plusieurs étapes lors de son transport du RE vers le Golgi et la membrane plasmique. Ainsi, 
les inhibiteurs bloquant le transport vésiculaire RE-Golgi-membrane plasmique inhibent 
l’activation de la furine et de la nSMase2 induites par le TNF-α. 
 
 
Figure 34. Signalisation activée par le TNF-α dans les CML 
Le TNF-α, tout comme les LDLox, activent la voie de signalisation MMP/sphingolipides pour induire son effet 
prolifératif sur les CML (D'après Tellier et al., 2007). 
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2) Rôle des espèces réactives de l’oxygène 
 
Une étude très récente du laboratoire a montré que H2O2 a un effet prolifératif à faible 
concentration (5 µM) et un effet toxique à forte concentration (100 µM)  sur les CML et les 
fibroblastes (Cinq-Frais et al., 2013). A faible concentration, H2O2 induit une augmentation 
des activités nSMase2 et SK1. De plus, ces deux enzymes sont requises pour que H2O2 ait un 
effet prolifératif sur les CML et les fibroblastes. L’activation de SK1 est dépendante de 
nSMase2 (Figure 35). 
H2O2 induit la phosphorylation du PDGFRβ, qui est nécessaire à l’effet prolifératif de H2O2. 
Le Cer produit par la nSMase2 active le PDGFRβ qui, à son tour, active SK1. L’activation du 
PDGFRβ ferait par ailleurs intervenir Src. Schématiquement, les activations de nSMase2 et de 
SK1 sont coordonnées par une signalisation impliquant séquentiellement Src et le PDGFRβ 
conduisant à la prolifération cellulaire, pour de faibles concentrations d’H2O2. A fortes 
concentrations de H2O2, cette coordination serait non fonctionnelle. Seule la nSMase2 est 
activée et non SK1. Le fait que SK1 soit inhibée par de fortes concentrations d’H2O2 pourrait 
expliquer l’apoptose car le Cer généré n’est pas contrebalancé par une production de S1P. 
Ainsi, l’apoptose est privilégiée. 
 
 
Figure 35. Effet biphasique de H2O2 dans les CML et les fibroblastes 
Le PDGFR coordonne le couplage de nSMase2 et de SK1 lors de l’incubation des cellules avec de faibles 
concentrations de H2O2. Ce couplage permet d’induire la prolifération cellulaire (D'après Cinq-Frais et al., 
2013). 
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IV- RÔLE DE SPHINGOSINE-1-PHOSPHATE DANS LA BIOLOGIE 
VASCULAIRE 
 
1) Les récepteurs de la sphingosine-1-phosphate 
 
La S1P exerce la majorité de ses effets biologiques connus par sa fixation sur ses récepteurs  
S1PR. Ces récepteurs, initialement orphelins, sont anciennement appelés EDG (endothelial 
differentiation gene). Les S1PR sont exprimés de manière différentielle, qualitativement et 
quantitativement, en fonction du type cellulaire (Figure 36). Les effets de la S1P dépendent de 
ces récepteurs et de la signalisation qui leur est associée. Les S1PR sont des récepteurs 
couplés aux protéines G (RCPG) : après fixation de la S1P sur le récepteur, des protéines G 
hétérotrimériques activent de nombreuses cibles intracellulaires (Figure 37). Le système 
cardiovasculaire exprime trois types de S1PR : S1P1, S1P2 et S1P3. Il faut noter que les 
cellules du système immunitaire possèdent l’ensemble des S1PR, de 1 à 5.  
L’action des récepteurs de la S1P est coordonnée dans les nombreuses fonctions 
physiologiques qu’ils régulent, notamment lors de la vasculogenèse (Kono et al., 2004). 
 
a- S1P1 	  
S1P1 ou EDG-1 est le premier récepteur identifié de la S1P (Lee et al., 1998). S1P1 est couplé 
à des protéines G de type i, inhibitrices de l’adénylate cyclase (AC) qui produit l’AMP 
cyclique (AMPc). L’activation de S1P1 diminue le taux intracellulaire d’AMPc et stimule la 
voie des MAPK, la voie PI3K/Akt/eNOS et la voie PLC qui permet une augmentation de la 
concentration intracellulaire en calcium. S1P1 est associé à la prolifération et la migration 
cellulaire ainsi que la relaxation des CML. Ce récepteur joue un rôle important dans le 
développement du système cardiovasculaire. Les souris S1PR1-/- présentent des 
malformations cardiaques (Poulsen et al., 2011) et des saignements (Allende et al., 2003). Ce 
phénotype est létal. Ce récepteur est très exprimé dans les cardiomyocytes et les CE 
(Mazurais et al., 2002). 
 
b- S1P2 
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S1P2 ou EDG-5 est associé à plusieurs types de protéines G : Gi, Gq et G12/13. Les protéines 
G12/13 activent la voie Rho/ROK qui est impliquée dans le remodelage du cytosquelette, 
notamment la formation des fibres de stress. Son activation est associée à l’inhibition de la 
prolifération et de la migration cellulaire mais aussi à la contraction des CML. Les souris 
S1PR2-/- sont généralement viables. S1P2 est très exprimé au niveau des CML (Mazurais et 
al., 2002). 
 
c- S1P3 	  
S1P3 ou EDG-3, comme S1P2, peut activer les différents types de protéines G régulant aussi 
la prolifération et la migration cellulaire. Les souris S1PR3-/- n’ont pas de phénotype 
particulier et sont viables.  
 
Des nombreux agonistes et antagonistes des S1PR sont disponibles. Le FTY720 est un 
agoniste de tous les S1PR sauf S1P2. Le KRP-203 est un agoniste de S1P1 tout comme le 
SEW2871. Le VPC23019 est largement utilisé en tant qu’antagoniste de S1P1 et de S1P3. Le 
JTE013 est un antagoniste de S1P2. Le CAY-1044 est un antagoniste de S1P3. 
 
La S1P est présente à de très faibles concentrations dans la cellule alors que sa concentration 
est élevée dans le plasma et peut même aller jusqu’à 1 µM dans le sérum (Okajima, 2002). 
Dans le plasma, elle est essentiellement liée aux lipoprotéines de haute densité (HDL) et à 
l’albumine. Environ 10% est lié aux lipoprotéines de basse et de très basse densité (LDL et 
VLDL). Les principales sources de S1P plasmatique sont les plaquettes, les érythrocytes mais 
aussi l’endothélium (Venkataraman et al., 2008). La source de S1P, plasmatique ou locale, 
pourrait conditionner son action. 
 
Récepteur Expression Rôles Souris ko Agonistes Antagonistes 
S1P1 CE 
CML 
Cardiomyocytes 
Cellules immunitaires 
Cellules neuronales 
Migration 
Angiogenèse 
Intégrité endothéliale 
Survie à 
l’ischémie/reperfusion 
Circulation lymphocytaire 
Neurogenèse 
 
 
Létal 
 
FTY720 
SEW2871 
KRP203 
 
VPC23019 
VPC44116 
W146 
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S1P2 CML 
Cardiomyocytes 
Cellules immunitaires 
Tonus vasculaire 
Survie à 
l’ischémie/reperfusion 
Système vestibulaire et 
auditif 
Excitabilité neuronale 
Dégranulation des 
mastocytes 
 
Parfois 
létal 
Surdité 
 
 
 
ND 
 
 
 
JTE013 
S1P3 CE 
CML 
Cardiomyocytes 
Cellules immunitaires 
Cellules neuronales 
Rythme cardiaque 
Tonus vasculaire 
Survie à 
l’ischémie/reperfusion 
 
Pas de 
phénotype 
 
 
FTY720 
 
VPC23019 
CAY-1044 
S1P4 Cellules immunitaires Migration Pas de 
phénotype 
FTY720 ND 
S1P5 Cellules immunitaires 
Cellules neuronales 
Survie Pas de 
phénotype 
FTY720 ND 
Figure 36. Expression et rôles des S1PR 
L’expression tissulaire, les effets biologiques et le phénotype de souris invalidées pour chacun des S1PR sont 
rapportés. De plus, les modulateurs pharmacologiques de ces récepteurs sont indiqués (Adapté de Cuvillier, 
2012). 
 
Figure 37. Voies de signalisation activées par les S1PR 
Les S1PR activent un type ou plusieurs types de protéines G, aboutissant à la mise en jeu ou non de nombreuses 
voies de signalisation (D'après Cuvillier, 2012). 
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2) Prolifération 
 
La S1P induit la prolifération des CE (Ushio-Fukai et al., 2002), principalement via S1P1 
(Yonesu et al., 2010). Elle active de nombreuses voies de signalisation dans les CE telles que 
la voie Src/Rac/PI3K/Akt/eNOS (Gonzalez et al., 2006). De plus, ERK1/2 sont impliquées 
dans l’effet prolifératif de la S1P sur les CE (Kimura et al., 2000), de même que le calcium 
(Lee et al., 2000). Par contre, les ERO ne semblent pas jouer de rôle dans l’effet prolifératif 
de la S1P sur les CE (Ushio-Fukai et al., 2002) contrairement à ce que l’équipe a montré sur 
les CML (Cinq-Frais et al., 2013). 
 
Certains facteurs de croissance peuvent induire une augmentation de l’expression des S1PR. 
Par exemple, le bFGF augmente l’expression de S1P1 dans les CML permettant ainsi une 
potentialisation des effets de la S1P médiés par ce récepteur tels que la phosphorylation de 
ERK1/2 (Birker-Robaczewska et al., 2008). Le bFGF induit la prolifération des CML 
(cérébrales, aortiques et coronaires) via l’activation de SK1 et la production de S1P. 
L’effet prolifératif de la S1P sur les CML implique une augmentation de la concentration 
cytoplasmique en calcium (Hopson et al., 2011), l’activation de p38 qui semble indépendante 
de ERK1/2 et réciproquement (Fegley et al., 2003), ainsi que des protéines de la famille PKC 
(Xu et al., 2002). 
Par ailleurs, la S1P pourrait moduler l’expression de certains RTK tels que l’EGFR via deux 
voies différentes, Akt/NF-κB et ERK/AP-1, dans les CML aortiques (Hsieh et al., 2008). La 
S1P induirait une augmentation de l’expression du PDGF via S1P1/ERK/p38 dans les CML 
(Usui et al., 2004) et du VEGF dans les CE via d’une part, PLC/Akt/ERK et p38/AP-1 (Heo 
et al., 2009) et, d’autre part, via MMP-2/FGF-1/FGFR1 (Chang et al., 2013). La S1P induit la 
phosphorylation du PDGFR et de l’EGFR dans les CML par un mécanisme impliquant 
l’activation de Src et la génération de ERO. Ces RTK activent ensuite les voies PI3K/Akt et 
ERK pour induire l’effet prolifératif de la S1P (Tanimoto et al., 2004). 
L’hypoxie induit une augmentation de la prolifération des CML. Cet effet est bloqué par 
l’inhibition de l’activité SKase. L’augmentation du taux de S1P induite par l’hypoxie joue un 
rôle important dans l’effet prolifératif de l’hypoxie. (Yun and Kester, 2002). 
Bien que la prolifération des CML induite par la S1P implique essentiellement S1P1 et S1P3, 
S1P2 pourrait également participer à l’effet prolifératif de la S1P sur les CML aortiques 
(Tamama et al., 2001). 
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3) Migration 
 
La S1P induit la migration des CE via S1P1 et S1P3 (Harvey et al., 2010). Les CE présentent 
une forte expression de S1P1 et une faible expression de S1P2 alors que les CML expriment 
fortement S1P2 et faiblement S1P1, S1P3 ayant une expression très variable (généralement 
très élevée dans les CML des artères de petit calibre et faible dans les CML des artères de 
gros calibre) (Osada et al., 2002). 
Dans les CE, la S1P augmente l’expression de MMP-2 par un mécanisme dépendant de ERK, 
de NF-κB, et de l’augmentation du taux de calcium cytoplasmique (Wu et al., 2005). La 
dégradation de la MEC faciliterait la migration cellulaire. 
La S1P induit la phosphorylation de la eNOS et la production de NO via la voie PI3K/Akt 
dans les CE. Le NO participerait à l’effet migratoire de la S1P (Rikitake et al., 2002). De 
même, la S1P induirait la migration des CE via l’activation de Rac par S1P1 (Ryu et al., 
2002). 
Divers systèmes sont activés par la S1P et sont nécessaires à son effet migratoire sur les CE, 
en particulier Rho qui participe au remodelage du cytosquelette (Panetti et al., 2000), p38 
(Kimura et al., 2000), ERK1/2 et l’augmentation de la concentration du calcium 
cytoplasmique (Lee et al., 2000). Les ROS ne seraient pas impliquées dans l’effet migratoire 
de la S1P sur les CE (Ushio-Fukai et al., 2002). 
De manière générale, S1P1	  participe à l’effet migratoire de la S1P (Kluk and Hla, 2001) alors 
que S1P2 inhibe la migration des CML (Harvey et al., 2010). Dans les conditions basales, la 
S1P n’induit pas la migration des CML, en particulier celle des artères de gros calibre, mais 
au contraire, elle pourrait l’inhiber. Ces artères présentent une forte expression de S1P2 qui 
inhibe Rac puis l’effet migratoire potentiel de la S1P. 
Le PDGF induit la migration des CML via la phosphorylation du PDGFR puis l’activation de 
SK1, la S1P ainsi produite agit sur S1P1 qui active Rac. Il existe une véritable coopération 
entre le PDGFR et S1P1 dans la migration cellulaire (Hobson et al., 2001). Longtemps il a été 
pensé que S1P1 était indispensable à la migration des CML induite par le PDGF. Or, les 
fibroblastes embryonnaires de souris S1P1 ko migrent moins que ceux des souris sauvages 
sous l’effet de la S1P mais pas sous l’effet de PDGF. S1P1 s’avère donc impliqué dans la 
migration induite par la S1P mais pas dans celle induite par le PDGF (Kluk et al., 2003). 
Par ailleurs, S1P2 pourrait inhiber l’effet du PDGF sur la migration des CML, via l’inhibition 
de Rho puis de Rac (Takashima et al., 2008). L’utilisation d’un antagoniste de S1P2 permet 
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d’augmenter très fortement la migration des CML induite par la S1P, montrant ainsi que S1P2 
régule négativement la migration cellulaire (Osada et al., 2002). 
 
La S1P induit la migration des CML de rat via la voie Rho/ERK (Galaria et al., 2004).  
La protéine Src serait impliquée dans l’effet de la S1P sur la migration des CML (coronaires 
humaines) via p38 et JNK, ainsi que les récepteurs S1P1 et S1P3 (Duru et al., 2012). 
La S1P active l’activité PLC qui induit la génération de ERO, elle-même responsable de 
l’activation de ERK, conduisant à la migration des CML mais pas à celle des CE (Roztocil et 
al., 2007). Les ERO générées par la S1P peuvent activer l’EGFR puis la voie PI3K/Akt 
aboutissant à la migration des CML (Roztocil et al., 2009). 
L’effet migratoire de la S1P sur les CML est bloqué par la rapamycine, suggérant un rôle de 
mTOR dans cet effet (Tanski et al., 2005). 
Le FTY720 inhibe la migration des CML induite par le PDGF-B via la diminution de 
l’expression de S1P1 et de S1P3. Le PDGFR et S1P1 seraient impliqués dans la prolifération 
des CML induite par la S1P, la migration impliquerait le PDGFR et S1P3 (Mousseau et al., 
2012). 
 
4) Angiogenèse 
 
In vitro, la S1P induit l’organisation en tube des CE (Linz-McGillem et al., 2004). Plusieurs 
voies de signalisation sont impliquées dans cet effet, en particulier la voie PI3K/Akt/eNOS.  
In vivo, la S1P est pro-angiogénique via une action du NO car cet effet est bloqué par le L-
NAME (Rikitake et al., 2002). S1P1 est impliqué dans la formation de tubes et dans 
l’angiogenèse induite par la S1P (Chae et al., 2004). 
La S1P stimule l’angiogenèse et la maturation vasculaire, restaurant le flux sanguin dans les 
membres ischémiques. L’activation de la voie Akt/ERK/eNOS est impliquée ainsi que le 
recrutement de cellules myéloïdes (Qi et al., 2010). 
L’hypoxie induit une augmentation de l’expression de S1P2 dans les CE. Ce récepteur est 
impliqué dans l’angiogenèse pathologique de la rétine induite par l’hypoxie. L’inflammation 
joue un rôle important dans cette réponse pro-angiogénique. La diminution de l’angiogenèse 
de la rétine des souris S1PR2 KO est associée à une diminution de l’inflammation. S1P2 
induit une augmentation de l’expression de COX-2 dans les CE et une diminution de 
l’expression de eNOS (Skoura et al., 2007). Au contraire, S1P2 des CE inhibe l’angiogenèse 
tumorale (Du et al., 2010).  
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De manière intéressante, dans des conditions normoxiques, la S1P induit une stabilisation et 
une augmentation de l’expression de HIF-1α via S1P2 dans les CE et les CML semblable à 
celle induite par l’hypoxie. Le complexe HIF-1α/HIF-1β ainsi formé est fonctionnel ; il 
transloque au niveau du noyau et se fixe sur les éléments de réponse à l’hypoxie. La S1P 
augmente ainsi l’expression des gènes régulés par HIF tels que VEGF, GLUT-1, PAI-I 
(Michaud et al., 2009). Ce mécanisme a aussi été mis en évidence très récemment dans des 
cellules cancéreuses (Kalhori et al., 2013). 
Le VEGF induit une augmentation de l’activité SKse et la S1P participe aux effets migratoires 
et prolifératifs induit par les VEGF dans les CE rétiniennes. Le VEGF augmente aussi la 
perméabilité vasculaire in vitro et in vivo par un mécanisme dépendant de SKase et de la S1P 
(Maines et al., 2006). 
Le VEGF augmente l’expression de S1P1 dans les CE (Igarashi et al., 2007) potentialisant 
ainsi les effets de la S1P. 
 
5) Phénotype 
 
Les gènes spécifiques des CML différenciées tels que l’actine du muscle lisse α-SMA, SM22 
(appelée aussi transgéline) ou la chaîne lourde de la myosine du muscle lisse (SM-MHC) sont 
sous le contrôle de facteurs de transcription, entre autres, les MRTF (myocardine-related 
transcription factors) (Hinson et al., 2007). L’inhibition des MRTF inhibe l’expression des 
gènes caractéristiques des CML (Parmacek, 2007). La S1P module leur activité 
transcriptionnelle (Lockman et al., 2004). L’inhibition de S1P1 et S1P3 augmente 
l’expression des marqueurs de différenciation des CML induite par la S1P alors que 
l’inhibition de S1P2 diminue cette réponse. L’expression des marqueurs des CML induite par 
la S1P implique S1P2 et dépend du calcium et de la voie Rho/ROK. S1P1 et S1P3 favorisent 
le switch phénotypique alors que S1P2 antagonise cet effet en faveur de l’expression des 
marqueurs des CML différenciées (Wamhoff et al., 2008). 
 
6) Vasomotricité 
 
La vasomotricité correspond aux mécanismes de contraction et de relaxation des CML 
vasculaires qui sont sous le contrôle du système nerveux autonome, d’hormones et d’autres 
protéines et métabolites. L’état de contraction des CML dépend de la concentration en 
calcium cytoplasmique. L’ouverture de canaux calciques, qui peuvent dépendre du voltage, de 
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la fixation de ligands, entraîne une hausse de la concentration en calcium cytoplasmique. 
D’un point de vue moléculaire, la contraction des CML dépend de la chaine légère de la 
myosine MLC (myosine light chain). Pour qu’il y ait contraction, la MLC doit être 
phosphorylée. Cette phosphorylation est nécessaire à l’interaction actine/myosine et donc à la 
contraction. Cette phosphorylation est régulée par une kinase (MLCK) et une phosphatase 
(MLCP). Le calcium va se lier à la calmoduline pour former des complexes qui activent la 
MLCK. Par contre, l’activité MLCP est indépendante du calcium. Il existe deux voies 
principales conduisant à la contraction des CML : une voie fait intervenir l’activation de 
l’activité PLC avec production de IP3 et augmentation de la concentration de calcium dans le 
cytoplasme puis phosphorylation de MLC, une autre voie implique la famille des GTPases 
Rho. Ces dernières induisent la phosphorylation de la protéine ciblant la phosphatase de la 
myosine (MYPT) ce qui entraîne l’inhibition de la MLCP et stimule la contraction. 
Généralement, les vasoconstricteurs induisent une augmentation du calcium cytoplasmique et 
les vasodilatateurs induisent une augmentation du NO et d’AMPc en intracellulaire. 
 
SK1 est impliquée dans la vasoconstriction alors que SK2 ne semble pas jouer de rôle 
important dans les réponses vasomotrices des artères, en particulier de petit calibre 
notamment les cérébrales (Salomone et al., 2010). La surexpression de SK1 dans les CML 
induit une augmentation du tonus de base et de la réponse contractile. Ces effets sont médiés 
par la voie Rho/ROK (Bolz et al., 2003). La S1P induit la contraction des CML via S1P2 qui 
active la voie Rho (Ohmori et al., 2003). La S1P induit la contraction des CML cérébrales de 
rat qui dépend de l’activation de RhoA et de ROK mais aussi de l’augmentation du calcium 
via IP3. Dans les CML aortiques, la S1P n’induit pas de contraction ni d’activation de RhoA. 
Elle n’induit qu’une faible augmentation de calcium. Les taux de S1P2 et S1P3 étant plus 
élevés dans les CML cérébrales que dans les CML aortiques, et les taux de S1P1 étant 
identiques, il est probable que S1P2 et S1P3 participent à la contraction des CML induite par 
la S1P, alors que S1P1 ne serait pas impliqué (Coussin et al., 2002). Cette étude montre aussi 
le rôle majeur de S1P3 et S1P2 dans la contraction des CML cérébrales induites par la S1P. 
L’augmentation du calcium est liée surtout à S1P3 et faiblement à S1P1 alors que l’activation 
de Rho dépend de S1P2 et S1P3 (Murakami et al., 2010). 
La S1P, par l’augmentation du calcium, peut aussi activer le facteur de transcription CREB 
(cAMP response element-binding protein) via les complexes calcium/calmoduline (Coussin et 
al., 2003) (Mathieson and Nixon, 2006). 
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La S1P induit une vasoconstriction des artères coronaires via l’augmentation de la 
concentration cytoplasmique en calcium. Cette augmentation s’avère être biphasique, avec 
d’abord une augmentation rapide et intense puis une augmentation moins soutenue mais 
prolongée. La source semble être principalement extracellulaire (Choi et al., 2009). La S1P 
induit aussi la constriction des vaisseaux mésentériques et rénaux via l’augmentation de la 
concentration intracellulaire en calcium dans les CML (Bischoff et al., 2000). Les artères 
mésentériques âgées sont plus sensibles à l’effet constrictif de la S1P que les jeunes 
(Hemmings et al., 2004). Le vieillissement induit une diminution de l’expression de S1P1 
dans ces artères, associée à une diminution de l’activité eNOS. S1P1 participerait donc à la 
vasodilatation. 
 
In vivo, la S1P induit la diminution du flux coronaire chez le rat via S1P3 (Murakami et al., 
2010). De plus, le TNF-α exerce un effet constrictif via la S1P et le récepteur S1P2 et aboutit 
à la réduction du diamètre des capillaires (Scherer et al., 2010). Ce mécanisme est retrouvé en 
pathologie : lors d’un infarctus du myocarde, le TNF-α est augmenté et exerce un effet pro-
constrictif via la S1P et S1P2 (Yang et al., 2012) 
 
7) Inflammation 
 
La S1P induit une augmentation de l’expression de ICAM-1 dans les CE, ce qui provoque une 
augmentation de l’adhésion des monocytes sur les CE. Les S1PR couplés à des protéines Gi 
seraient impliqués, de même que NF-κB et Rac (Lee et al., 2004). La S1P peut aussi induire 
une augmentation de l’expression des molécules d’adhésion ICAM-1 et VCAM-1 dans les 
CML via S1P1, ainsi que la phosphorylation de l’EGFR et du PDGFR et enfin p38 et JNK. 
De la même façon que pour les CE, l’adhésion des monocyte sur les CML est augmentée dans 
ces circonstances (Yogi et al., 2011). 
La S1P induit une augmentation de l’expression de la sélectine E et, en conséquence, une 
augmentation de l’adhésion des monocytes sur les CE, également via NF-κB (Weis et al., 
2010).  
 
La S1P stimule l’expression de COX-2 dans les CML via la voie PI3K/Akt/ERK/NF-κB 
(Hsieh et al., 2006). La S1P induit une augmentation biphasique du taux d’AMPc dans les 
CML coronaires. Le premier pic a lieu en quelques minutes et un autre survient au bout de 5h. 
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S1P2 est impliqué mais aussi COX-2 dont l’augmentation d’expression aboutit à la 
production du prostanoïde PGI2 (ou prostacycline) (Damirin et al., 2005). Dans les CML de 
rat, la S1P induit aussi une augmentation de l’expression de COX-2 et de la production de 
PGI2 mais via S1P3, Src et PKC et indépendamment de ERK (Nodai et al., 2007). p38 et le 
facteur de transcription CREB ont été impliqués dans l’augmentation de l’expression de 
COX-2 dans les CML en réponse à S1P. Les statines (simvastatine) augmentent l’expression 
de S1P1 et S1P3, potentialisant l’effet de la S1P sur l’expression de COX-2 et la production 
de PGI2 (Gonzalez-Diez et al., 2008). PGI2 est connu pour inhiber l’activation plaquettaire et 
pour son effet vasodilatateur. 
 
La S1P participe à l’action de certaines cytokines, telles que le TNF-α dont l’effet sur 
l’expression des molécules d’adhésion dépend de l’activité SKse (Maines et al., 2006). La 
S1P pourrait aussi bloquer l’action de certaines cytokines. Par exemple, elle inhibe la 
production de NO induite par IL-1β dans les CML (Machida et al., 2008). 
La S1P peut stimuler l’activation de certains récepteurs de chimiokines, tels que CXCR4, via 
S1P3 ce qui améliorerait le recrutement de progéniteurs circulants et la réparation tissulaire 
(Walter et al., 2007).  
 
8) Maladies vasculoprolifératives 
 
Le rôle de SK1, de la S1P et des S1PR dans l’athérosclérose n’est pas clarifié, ces acteurs 
ayant à la fois des effets pro-athérogènes et anti-athérogènes. 
 
La S1P, dans le plasma, est majoritairement liée aux HDL, dont une partie des propriétés anti-
athérogènes pourrait provenir de la S1P. En effet, la S1P des HDL bloque la migration des 
CML induite par le PDGF via S1P2 (Tamama et al., 2005) (Damirin et al., 2007). De même, 
la S1P des HDL inhibe la production de MCP-1 induite par la thrombine dans les CML via 
S1P3 (Tolle et al., 2008). 
A l’inverse, une étude menée chez le lapin montre qu’un régime hypercholestérolémique 
induit des lésions d’athérosclérose, la prolifération des CML mais aussi une plus grande 
agrégabilité des plaquettes. Le taux de S1P plasmatique est plus élevé chez ces lapins par 
rapport à ceux ayant un régime normal. Cela peut s’expliquer par le fait que les plaquettes des 
lapins sous régime hypercholestérolémique libèrent plus de S1P de manière basale et de 
manière induite (Son et al., 2008). La S1P pourrait donc jouer un rôle dans le développement 
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de l’athérosclérose. De plus, certains facteurs de la coagulation induisent la prolifération et la 
migration des CML en activant SK1 et en augmentant le taux de S1P (Bohm et al., 2013). 
 
L’inhibition de l’activité SKase, avec réduction de la concentration plasmatique de la S1P 
chez des souris LDLR-/- sous régime hyperlipidique, n’a pas d’effet sur le développement de 
l’athérosclérose (Poti et al., 2012). Cependant, le FTY720 permettrait de réduire la taille des 
lésions d’athérosclérose chez la souris APOE-/- sous régime hypercholestérolémique (Keul et 
al., 2007). Cet effet peut s’expliquer par la diminution de sécrétion de MCP-1 au niveau des 
artères ce qui diminue le recrutement des monocytes/macrophages et donc la taille des 
lésions. 
 
De manière générale, les études des atteintes vasculaires chez la souris doivent tenir compte 
de la souche des animaux. Par exemple, les souris de souche FVB développent de plus 
grandes lésions de resténose que les souris C57BL6. Il semble que la réponse proliférative 
soit similaire dans les deux souches. Par contre, la réponse migratoire est supérieure chez les 
souris FVB. Les CML des souris FVB présentent une forte expression de S1P1 alors que les 
CML des souris C57BL6 expriment fortement S1P2 et donc ces dernières seraient moins 
promptes à migrer (Inoue et al., 2007). 
L’inhibition de l’activité SKase permet de réduire la resténose après angioplastie au niveau 
coronaire chez le porc. L’inhibition de la prolifération cellulaire et des voie de signalisation 
ERK et Akt seraient impliquée (McDonald et al., 2010). 
Le rôle des S1PR dans la resténose est assez bien connu, en particulier celui de S1P3. Les 
souris S1PR3-/- développent moins de lésions de resténose après lésion de l’artère fémorale 
que les souris sauvages. La prolifération médiale et intimale est diminuée chez les S1PR3-/-. 
Ces résultats sont obtenus avec des artères fémorales qui expriment fortement S1P3 (Shimizu 
et al., 2012). S1P2, quant à lui, inhiberait l’hyperplasie intimale lors de la resténose comme 
observé chez les souris S1PR2-/- qui présentent des lésions beaucoup plus importantes que les 
souris sauvages, avec une prolifération cellulaire au niveau de la média et de l’intima plus 
intense (Shimizu et al., 2007). 
 
La concentration de S1P dans le sérum permettrait de prédire la survenue et la sévérité de 
l’obstruction des artères coronaires chez l’homme (Deutschman et al., 2003). Par ailleurs, la 
S1P participe au remodelage cardiovasculaire qui a lieu lors de la maladie de Fabry, qui est 
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caractérisée par une hypertrophie ventriculaire gauche et un épaississement au niveau des 
artères (Brakch et al., 2010). Dans le cadre de greffe de veine, les patients qui développent 
une sténose ont des cellules vasculaires qui sont plus sensibles à l’effet prolifératif de la S1P 
et de facteurs de croissance alors qu’elles sont moins sensibles aux inhibiteurs de prolifération 
(Kenagy et al., 2009). L’expression des S1PR conditionne donc les réponses vasculaires aux 
diverses atteintes chez l’homme. 
 
La S1P serait impliquée dans la vasculopathie diabétique. En effet, des concentrations élevées 
de glucose activent SK1 dans les CML Cette activation est responsable de l’inhibition de 
l’apoptose induite par les concentrations élevées en glucose, suite à une déprivation de sérum. 
La S1P exerce cet effet via une action intracellulaire uniquement et participerait à l’effet anti-
apoptotique de l’hyperglycémie sur les CML (You et al., 2007). 
 
9) Vasculopathie de transplantation 
 
Un certain nombre d’études ont mis en évidence un rôle de l’axe SK1/S1P/S1PR dans le 
développement de la VT. 
 
a- Immunosuppression due aux modulateurs des S1PR 	  
Les modulateurs des S1PR permettent de réduire la VT en combinaison avec des 
immunosuppresseurs classiques. De plus, cette combinaison diminue certains effets 
secondaires des immunosuppresseurs classiques tels que la néphrotoxicité. Dans un modèle de 
vasculopathie d’allogreffe cardiaque chez le rat, la ciclosporine ou le FTY720 ne permettent 
pas de limiter la VT alors que leur combinaison permet de bloquer l’apparition de la VT, avec 
des lésions semblables à celles de la greffe syngénique (Koshiba et al., 2002). Des résultats 
similaires ont été obtenus chez la souris (Hwang et al., 1999). Dans un modèle de greffe de 
peau chez la souris, le FTY720 n’a pas d’effet sur l’activation, la production de cytokines et 
l’apoptose des lymphocytes T CD4+, ni même sur la génération de lymphocytes T CD4+ 
mémoires. Par contre, il permet d’empêcher la sortie des lymphocytes des organes 
lymphoïdes secondaires et, ainsi, permet de prolonger la survie du greffon (Figure 38). La 
séquestration des lymphocytes effecteurs et mémoires au niveau des organes lymphoïdes est 
associée à une diminution des lymphocytes infiltrés dans le greffon. De plus, dans un modèle 
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d’allogreffe cardiaque chronique, le FTY720 diminue la VT et empêche la fibrose du greffon 
(Habicht et al., 2006). 
Lors d’allogreffe cardiaque chez le rat, le KRP-203, en combinaison avec la ciclosporine, 
permet d’atténuer le rejet chronique et de prolonger la survie du greffon. Par ailleurs, le KRP-
203 ne cause pas de bradycardie, contrairement au FTY720 (Parmacek, 2007). Ceci 
s’explique probablement par le fait que le FTY720 se fixe sur S1P3 du système 
cardiovasculaire (et S1P1, S1P4 et S1P5), contrairement au KRP-203 qui ne se fixe que sur 
S1P1 (Shimizu et al., 2005). Dans un modèle d’allogreffe aortique orthotopique chez le rat, la 
ciclosporine permet de diminuer la VT et l’infiltration cellulaire dans le greffon. Par contre, 
elle induit aussi une augmentation du taux de créatinine dans le sérum traduisant une 
néphrotoxicité. Le remplacement de la ciclosporine par de l’acide mycophénolique ou par du 
KRP-203 permet de diminuer la néphrotoxicité mais aggrave la VT et l’infiltration cellulaire 
dans le greffon. Cependant, le remplacement de la ciclosporine par la combinaison de l’acide 
mycophénolique avec le KRP-203 permet d’empêcher la néphrotoxicité ainsi que la VT et 
réduit l’infiltration des LT dans le greffon (Fujishiro et al., 2006). Dans le cadre d’allogreffe 
cardiaque chez le rat, l’association de la ciclosporine et du KRP-203 permet d’augmenter la 
survie du greffon, de diminuer la VT (Takahashi et al., 2005). 
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Figure 38. Effets du FTY720 et d’autres agoniste des S1PR sur les lymphocytes 
Certains agonistes des S1PR jouent le rôle d’antagonistes fonctionnels, ce qui induit la localisation des 
lymphocytes au niveau des organes lymphoïdes secondaires et empêche leur sortie de ces organes. La 
séquestration ainsi faite des lymphocytes est responsable de l’immunosuppression induite par ces agonistes. Leur 
potentiel thérapeutique pour les maladies auto-immunes ainsi qu’en transplantation est important (D'après 
Spiegel and Milstien, 2003). 
 
b- Implication de l’axe SK1/S1P/S1PR dans le développement de la VT 	  
Lors de transplantation intestinale orthotopique chez le rat, il a été montré qu’un traitement 
immunosuppresseur combinant le tacrolimus et l’huile de poisson permet de diminuer la VT, 
la prolifération des CML et l’infiltration de cellules inflammatoires dans le greffon, 
contrairement à la combinaison tacrolimus et huile de maïs ou tacrolimus seul. Ces effets 
protecteurs de l’huile de poisson sont associés à une diminution de l’expression de SK1, de 
S1P1 et de S1P3, qui est semblable à celle de la greffe syngénique (Li et al., 2012). Pour la 
première fois, il est montré que l’expression de SK1, de S1P1 et de S1P3 est augmentée au 
cours de la VT et que l’huile de poisson permet de réduire la VT en diminuant l’expression de 
ces protéines au niveau du greffon. Ainsi, l’activation de l’axe SK1/S1P/S1PR pourrait jouer 
un rôle dans le développement de la VT. 	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PARTIE II  OBJECTIFS DE LA THESE 
 
La prolifération et la migration des cellules vasculaires sont des phénomènes impliqués dans 
le développement de la VT. Nous faisons l’hypothèse que les anticorps anti-HLA de classe I 
pourraient participer à la pathogenèse de la VT. In vitro, des voies de signalisation impliquées 
dans la prolifération et la migration induite par les anticorps anti-HLA ont été décrites dans 
les CE humaines. Cependant, très peu d’études sont réalisées sur les CML. Par ailleurs, nous 
avons à notre disposition un modèle animal d’étude de la VT induite par les anticorps anti-
HLA, utilisant des greffons artériels d’origine humaine. Ainsi, nous pouvons mettre en 
évidence de nouveaux mécanismes impliqués dans le développement de la VT et valider de 
nouvelles cibles thérapeutiques. 
 
L’objectif a été d’étudier les effets prolifératif et migratoire des anticorps anti-HLA sur les 
CML. En particulier, nous avons orienté le travail sur l’étude d’une voie de signalisation pro-
proliférative activée par des agents de stress dans les CML : la voie 
métalloprotéases/sphingolipides. Dans une première partie, nous nous sommes focalisés sur le 
rôle des métalloprotéases et de la nSMase2 dans l’effet prolifératif des anticorps anti-HLA in 
vitro et in vivo sur les CML humaines. La deuxième partie rapporte l’implication de la SK1, 
de la S1P et des récepteurs de la S1P dans la prolifération ainsi que la migration induite par 
les anticorps anti-HLA in vitro et in vivo dans les CML humaines. La troisième partie est axée 
sur l’étude in vitro de l’effet des anticorps anti-CMH sur les CML murines et confirme le rôle 
majeur de la SK1 et de la S1P dans la signalisation proliférative et migratoire activée par les 
anticorps anti-CMH. Par ailleurs, nous montrons que les anticorps anti-CMH augmentent 
l’expression de certains acteurs de la voie de signalisation dans les CML murines. 
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PARTIE III  MATERIEL ET METHODES 
 
I- PRODUITS ET REACTIFS 	  
L’anticorps anti-HLA de classe I (W6/32) et l’anticorps irrelevant IgG2a proviennent de 
Eurobio AbCys (Diaclone, Besançon, France). L’anticorps anti-CMH classe I utilisé est un 
anticorps dirigé contre les molécules H-2 Db (28-14-8, Abcam, Cambridge, Royaume-Uni). 
Le Batimastat et le Ro28-2654 ont été offerts par HW Krell (Roche Diagnositcs, Penzberg, 
Allemagne). Le GW4869 provient de Sigma-Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France). La 
N,N-dimethylsphingosine (DMS) est issue de BIOMOL Research Laboratories (Plymouth 
Meeting, PA). L’anticorps anti-S1P Sphingomab LT1002 et l’anticorps irrelevant IgG1 
LT1017 sont généreusement donnés par R Sabbadini (Lpath, San Diego, CA). Le VPC23019 
est fourni par Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL). Le KRP-203 provient de Interchim 
(Montluçon, France). Les produits radioactifs [choline-methyl-14C]-sphingomyéline, [γ-33P]-
ATP, [methyl-3H]-thymidine] sont issus de Perkin Elmer (Villebon-sur-Yvette, France). 
 
II- CULTURE CELLULAIRE 	  
Les CML humaines utilisées sont de deux types : la lignée CRL-1999 de ATCC (Manassas, 
VA) correspond à CML aortiques (haSMC) et une lignée de CML issues d’artère 
mésentérique humaine mise au point au laboratoire (hmSMC). La lignée de CML 
mésentérique humaine provient de la mise en culture de segments d’artère. Les CML sont 
caractérisées par leur positivité au marqueur α-SMA puis sont immortalisées par transfection 
d’un plasmide codant pour SV40T à l’aide de la Lipofectamine LTX (Invitrogen, Saint 
Aubin, France). Une lignée de CML aortique de souris C57BL/6 appelée CRL-2797 ou 
MOVAS (maSMC) est utilisée et provient également de ATCC. Ces 3 lignées sont cultivées 
dans du Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) contenant du Glutamax supplémenté 
de sérum de veau fœtal (10%), de pénicilline (100 unités/mL) et de streptomycine (100 
µg/mL) et maintenues à 37°C et 5% CO2. Tous les réactifs de culture cellulaire proviennent 
de Invitrogen. Avant toute stimulation avec les anticorps, les CML sont incubées pendant 24h 
dans du DMEM non supplémenté. Les inhibiteurs pharmacologiques sont ajoutés 30 min 
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avant la stimulation par les anticorps. Les anticorps de stimulation sont utilisés à 1 µg/mL 
durant les temps indiqués. 
 
III- ACTIVITES ENZYMATIQUES 
 	  
1) MT1-MMP 
 
L’activité de MT1-MMP est déterminée sur les extraits cellulaires à l’aide d’un substrat 
fluorogénique : le dansyl-Pro-Leu-Ala-Cys(p-OMeBZ)-Trp-Ala-Arg-NH2 (Calbiochem, 
Darmstadt, Allemagne). Les cellules sont lavées au PBS à 4°C puis récupérées dans le tampon 
de réaction contenant 50 mM de Tris, 175 mM de NaCl, 10 mM de CaCl2, 1% de DMSO, 
0.05% de Brij 35. La suspension cellulaire est soniquée puis incubée 2 h à 37°C sous agitation 
après addition du substrat fluorogénique à une concentration finale de 1 µM. 1 mL de tampon 
Tris-HCl pH 7 est rajouté afin d’arrêter la réaction. La fluorescence est mesurée (λ 
d’excitation 280 nm, d’émission 340 nm), rapportée à la quantité de protéines après déduction 
du blanc (tampon de réaction + substrat) et exprimée en pourcentage du témoin. 
 
2) MMP-2 
 
L’activité de MMP-2 est déterminée sur les milieux de culture à l’aide de deux méthodes 
différentes : le substrat fluorogénique et la zymographie. 
Après stimulation, 500 µl de milieu sont incubés avec 500 µl de tampon de réaction contenant 
50 mM de Tris, 175 mM de NaCl, 10 mM de CaCl2, 1% de DMSO, 0.05% de Brij 35, sans ou 
avec EDTA 5 mM contenant le substrat fluorogénique MCA-Pro-Leu-Ala-Nva-Dpa-Ala-Arg-
NH2 (Calbiochem, Darmstadt, Allemagne) à la concentration de 1 µM final pendant 4 h à 
37°C. Dans les deux blancs (sans cellules ou sans substrat) les milieux sont remplacés par du 
DMEM. L’EDTA bloque l’activité MMP en chélatant le zinc et permet donc de déterminer la 
dégradation non spécifique du substrat : la fluorescence mesurée avec EDTA sera soustraite à 
celle mesurée sans EDTA après déduction des blancs respectifs et exprimée en pourcentage 
du témoin (λ d’excitation 325 nm, d’émission 395 nm).  
Pour la zymographie, les échantillons de milieu de culture, après équilibre des quantités de 
dépôt par rapport à la concentration en protéines de l’extrait cellulaire correspondant, sont 
déposés sur un gel de polyacrylamide à 10% contenant 0.1% de gélatine (1 mg/mL) en 
condition non dénaturante (0.1% de SDS). Après migration à 20 mA le gel est lavé deux fois 
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30 min dans une solution de Triton X-100 à 2,5% sous agitation lente afin d’éliminer le SDS. 
Après cinq lavages à l’eau de 10 min le gel est incubé sur la nuit dans le tampon de réaction 
(50 mM de Tris-HCl, 200 mM de NaCl, 5 mM de CaCl2, 0.02%, de Brij-35, pH 7,6) à 37°C. 
Le gel est ensuite coloré avec du bleu de Coomassie à 0.5% puis décoloré dans une solution 
(200 mL de méthanol, 100 mL d’acide acétique, 700 mL d’eau). L’intensité des bandes 
décolorées dues à la dégradation du substrat par l’enzyme est quantifiée à l’aide du logiciel 
ImageJ. 
 
3) nSMase 
 
Les cellules sont lavées dans du PBS à 4°C, puis récupérées dans un tampon contenant 20 
mM d’Hepes à pH 7,4, 10 mM de MgCl2, 2 mM d’EDTA, 10 mM de ßglycérophosphate, 
0,1% de Triton X-100, 0,1 mM de Na3VO4, 0,1 mM de Na2MoO4, 5 mM de DTT, 750 µM 
d’ATP, 1 mM de PMSF, 10 µM de leupeptine et 10 µM de pepstatine. Pour l’essai 
enzymatique, 100 µL d’homogénat cellulaire soniqué sont mis en présence de 100 µL de 
substrat. La solution de substrat contient la sphingomyéline radiomarquée (100 000 dpm par 
essai) dans 20 mM d’Hepes pH 7,4, 1 mM de MgCl2 et 0,1% Triton X-100. La réaction est 
arrêtée par 300 µL d’H2O et 2,5 mL de chloroforme/méthanol 2/1. Après agitation et 
centrifugation, la radioactivité de la phase supérieure contenant la [methyl-14C] choline est 
mesurée par scintillation. Les comptages sont rapportés à la quantité de protéines après 
déduction du blanc (100 µL de substrat + 100 µL de tampon de réaction) et exprimés en 
pourcentage du témoin. 
 
4) SKase 
 
Les cellules sont lavées, récupérées dans du PBS à 4°C puis centrifugées. Les culots 
cellulaires sont repris dans un tampon à pH 7,2 contenant 20 mM de Tris, 20% de glycérol, 1 
mM de β-mercaptoethanol, 1 mM d’EDTA, 1 mM de Na3VO4, 15 mM de NaF, 10 µg/mL de 
leupeptine, 10 µg/mL d’aprotinine, 1 mM PMSF, 40 mM β-glycerophosphate puis soniquées. 
180 µL de chaque échantillon contenant 100 µg de protéines sont placés avec 10 µL de Triton  
X-100 à 5% contenant 1 mM de Sph et 10 µL d’ATP à 20 mM et 200 mM de MgCl2 ainsi que 
1 µCi d’ATP radiomarqué. Après une incubation de 30 min à 37C, 20 µL HCl 1N sont ajoutés 
aux 200 µL afin de stopper la réaction enzymatique. La S1P radiomarquée (contenue dans la 
phase inférieure) est extraite avec un mélange de chloroforme/méthanol/HCl 100/200/1 et de 
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KCl 2N puis isolée par chromatographie sur couche mince (solution de migration contenant 
un mélange butanol/méthanol/acide acétique/eau 80/20/10/20). La révélation s’effectue par 
autoradiographie puis la S1P radiomarquée est quantifiée. 
 
IV- WESTERN BLOT 
 
Les cellules sont lavées puis récupérées dans du PBS à 4°C. Après centrifugation douce, le 
culot cellulaire est repris dans un tampon d’extraction protéique à pH 7,4 contenant 50 mM 
HEPES, 150 mM NaCl, 10% glycérol, 0.5% de DOC, 1% Triton X-100, 1 mM de Na3VO4, 
10 mM de β-glycerophosphate, 5 mM de NaF, 2 µg/mL de leupeptine, 2 µg/mL de pepstatine, 
1 mM de PMSF et 10 µg/mL d’aprotinine durant 30 min à 4°C. Après centrifugation, un 
dosage protéique est réalisé et 40 µg de protéine de chaque échantillon sont repris dans un 
tampon de dénaturation contenant 62,5 mM de Tris-HCl à pH 6.8, 2% de SDS, 10% de 
glycérol, 0,04% de bleu de Bromophénol et 4% de ß-mercaptoéthanol) puis chauffés 5 min à 
95°C. Les échantillons sont déposés sur un gel à 12% de polyacrylamide. Après migration à 
200 V pendant 90 min, les protéines sont transférées sur une membrane de PVDF pendant 2h 
à 300 mA. La membrane est saturée pendant 2h avec une solution de PBS contenant 5% de 
BSA ou de lait. L’anticorps primaire, dilué généralement au 1/2000 est incubé toute la nuit à 
4°C avec la membrane. Après 5 lavages de 10 min, l’anticorps secondaire couplé à HRP est 
dilué au 1/5000 et incubé avec la membrane pendant 1h à température ambiante. Après 5 
lavages de 10 min, la révélation s’effectue par chimioluminescence avec de l’ECL 
(Amersham, GE Healthcare, Velizy-Villacoublay, France). Les anticorps primaires utilisés 
sont les suivants : MMP-2, SK1 (Cell Signaling Technology, Saint-Quentin-en-Yvelines, 
France), S1P1 (Abcam, Cambridge, Royaume-Uni), S1P3 (Imgenex, San Diego, CA), 
phospho-p44/42 MAPK (pERK1/2) et p44/42 MAPK (ERK1/2) (Cell Signaling), β -actine 
(Sigma-Aldrich). Les anticorps secondaires utilisés sont des anticorps dirigés contre des Ig de 
souris ou de lapin couplés à HRP (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Allemagne). 
 
V- TRANSFECTION 
 
Les CML humaines sont transfectées avec des siRNA ON-TARGETplus SMARTpool dirigés 
contre MMP-2, nSMase2, SK1 (L-004172), S1P1 (L-003655), S1P3 (L-005208) ou contrôle 
(L-005361) provenant de Dharmacon (Waltham, MA). Ils sont préparés avec le réactif 
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HiPerfect (Qiagen, Courtaboeuf, France) dans le l’OptiMEM (Invitrogen Life Technologies) 
de façon à être à 100 nM au final. Au bout de 6h, du DMEM supplémenté est ajouté. Les 
siRNA sont incubés pendant 24, 48 ou 72 h pour tester leur efficacité par RT-PCR 
quantitative et en western blot. La technique de transfection au phosphate calcique a aussi été 
utilisée (20 µM de siRNA, 2,5 mM de CaCl2, 2 mM d’Hepes pH 7,05, 11,5 mM de NaCl, 60 
µM de Na2HPO4, 490 µM de glucose et 400 µM de KCl).  
 
VI- RT-PCR QUANTITATIVE 
 
Les cellules sont récupérées à l’aide d’un scrapper dans 1 mL de milieu de culture puis 
centrifugées à 4°C. Les culots cellulaires sont mis en contact avec le réactif TRIzol (Life 
Technologies) pour extraire les ARN. 1 µg d’ARN est utilisé pour réaliser une reverse 
transcription avec l’aide d’un kit (high-capacity cDNA reverse transcription, Life 
Technologies). Le Fast SYBR green master mix et le système ABI StepOne+ real time PCR 
(Life Technologies) sont utilisés pour quantifier les ARNm de SK1, S1P1, S1P2, S1P3, 
HPRT et TBP dans les CML humaines et murines. Les primers utilisés pour les CML 
humaines sont les suivants : SK1 forward CCCTACTTGGTATATGTGCCC reverse 
CTCGCTAACCATCAATTCCC, S1P1 forward ACTATATCCTCTTCTGCACCA reverse 
CTGACCAAGGAGTAGATTCTG, S1P2 forward CCATCTTCTCCATCATCCTG reverse 
AGTAGTGGGCTTTGTAGAGG, S1P3 forward CCACTCTTCATCCTCTTCCT reverse 
CAACACGATGAACCACTGAG, HPRT forward TTGCTCGAGATGTGATGAAGGA 
reverse CCAGCAGGTCAGCAAAGAATT. Les primers utilisés pour les CML de souris sont 
les suivants : SK1 forward TTCTGTGAACCACTATGCTG reverse 
CGCCTGTACTTCTCACTCTC, S1P1 forward CCTCTCGGACCTATTAGCAG reverse 
CCACAAACATACTCCCTTCC, S1P2 forward TCACTCTGTCCTTAACTCCC, reverse 
TCAGCGATATCAGCCAAGAG, S1P3 forward ACTCCAAGAAATACATCGCC reverse 
ACTCACCACAATCACTACGG, TBP forward CCAACAGTCTTACCATTCAC reverse 
TTCCATCCTTGTCATATCCC. Les conditions d’incubation sont 95°C pendant 20 s, suivi 
de 40 cycles de 3 s à 95°C, annealing/extension pendant 30 s à 60°C. Chaque échantillon est 
fait en duplicate et les données sont analysées à l’aide du logiciel StepOne+ v2.2.2. 
L’expression des ARNm d’intérêt est normalisée par rapport à celle des ARNm de HPRT ou 
TBP avec la méthode 2ΔCT. 
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VII- DOSAGE PROTEIQUE 
 
Le dosage protéique est réalisé à l’aide du réactif de Bradford (Bio-Rad Laboratories GmbH, 
Marnes-la-Coquette, France). La concentration protéique des échantillons est déterminée à 
partir d’une gamme de BSA à concentration connue. La quantification se fait par 
spectrophotométrie à 595 nm. 
 
VIII- PROLIFERATION 
 
La prolifération cellulaire est assimilée à la synthèse d’ADN qui est évaluée de deux 
méthodes différentes : par incorporation de thymidine tritiée et par incorporation de BrdU. 
Les cellules sont incubées pendant 48h avec les anticorps et durant les 6 dernières h 
d’incubation, 1 µCi/mL de thymidine tritiée et 10 µM de thymidine non-radiomarquée sont 
ajoutées au milieu de culture. Les cellules sont ensuite lavées avec du PBS à 4°C puis 
incubées avec de l’acide trichloroacétique (5%) et du sodium pyrophosphate (10mM) à 4°C 
pendant 30 min de façon à précipiter l’ADN. Après lavage en PBS, le précipité est dissous 
dans de la soude (0,25N) et le contenu radioactif est mis dans du liquide à scintillation pour 
quantifier la thymidine tritiée incorporée. 
De façon analogue, le BrdU à 10 µM (Anaspec, Frémont, CA) est ajouté durant les 6 
dernières h d’incubation. Les cellules sont ensuite fixées dans de l’éthanol puis 
perméabilisées avec du PBS-Triton X-100 à 1%. L’ADN est dénaturé avec de l’acide 
chlorhydrique puis un anticorps anti-BrdU couplé au FITC (eBioscience, Paris, France) est 
mis à incuber toute la nuit à 4°C. Les noyaux sont colorés au DAPI (Sigma-Aldrich). Les 
noyaux BrdU positifs et la totalité des noyaux sont comptabilisés. 
 
IX- MIGRATION 
 
La migration cellulaire est évaluée à l’aide de deux méthodes différentes. La première 
correspond au test de cicatrisation d’un tapis cellulaire après blessure. La blessure est réalisée  
avec un cône de micropipette. Les cellules sont ensuite incubées pendant 16h avec les 
anticorps. Durant les 30 dernières min d’incubation, deux intercalants de l’ADN fluorescents 
(Molecular Probes, Cergy Pontoise, France) sont ajoutées au milieu de culture : le SYTO-13 
(0,6 µM) émet dans le vert et est perméant, colorant ainsi les cellules vivantes. Le iodure de 
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propidium (15 µM) est non-perméant et émet dans le rouge, colorant ainsi uniquement les 
cellules mortes. Le marquage des cellules permet de bien mettre en évidence leur migration 
afin de cicatriser la blessure. 
La technique de la chambre de Boyden (Costar transwells permeable support, Corning, 
Lowell, MA) est également utilisée pour évaluer la migration cellulaire. Après trypsinisation, 
les cellules sont disposées dans la chambre supérieure et les anticorps, en présence ou non 
d’inhibiteurs, sont ajoutés dans le milieu de culture contenu dans la chambre inférieure. Au 
bout de 16h, les cellules non-migrantes restées dans la chambre supérieure sont retirées et les 
cellules ayant migrées sont fixées et colorées dans une solution d’acide borique (0,2 M, 
Sigma) contenant 0,1% de Crystal Violet (Bio Basic, Markham, Canada) et 2% d’éthanol. 
Après lavage au PBS, les cellules marquées sont éluées dans de l’acide acétique (10%) et la 
migration cellulaire est quantifiée à l’aide d’un spectrophotomètre à la longueur d’onde de 
570 nm. 
 
X- TOXICITE 
 
La toxicité des inhibiteurs pharmacologiques est testée afin de déterminer la concentration 
sub-toxique à laquelle les utiliser. Ce test est réalisé après 48 h d’incubation avec les 
inhibiteurs à différentes concentrations. Durant les 30 dernières min, du MTT (bromure de 3-
[4, 5-diméthylthiazol-2-yl]-2,5-diphényltétrazolium) est ajouté dans le milieu de culture à une 
concentration finale de 0,5 mg/mL. Le MTT (jaune et soluble) va être réduit en formazan 
(bleu et insoluble) par les enzymes de la chaîne respiratoire mitochondriale des cellules 
vivantes. Le milieu est ensuite éliminé et les cristaux sont dissous dans 800 µL de DMSO. La 
lecture se fait par spectrophotométrie à 560 nm. 
 
XI- IMMUNOCYTOFLUORESCENCE 
 
Les cellules sont cultivées sur des lamelles en verre. Après déprivation en sérum pendant 24 h 
et stimulation, les cellules sont fixées et perméabilisées au méthanol (-20°C) pendant 10 min à 
4°C ou fixées à la paraformaldéhyde à 4% pendant 10 min à 4°C, rincées trois fois au PBS à 
4°C puis perméabilisées au Triton X-100 à 0,1% pendant 10 min à température ambiante. 
Après trois rinçages au PBS, les cellules sont incubées à température ambiante 1 h dans la 
BSA à 5% puis 1 h avec l’anticorps primaire dirigé contre les molécules HLA de classe I 
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(W6/32), contre l’α-SMA humaine (Sigma-Aldrich) ou contre la vimentine (Epitomics). 
Après trois lavages de 10 min au PBS, les cellules sont incubées 30 min à température 
ambiante avec l’anticorps secondaire couplé au fluorochrome Alexa 488 ou Alexa 546 
(Molecular Probes). Après 3 lavages de 10 min au PBS, un marquage DAPI (1 µg/mL) est 
réalisé pour colorer les noyaux et le montage des lames se fait dans un milieu adapté à la 
fluorescence pour une observation au microscope. 
 
XII- ANIMAUX ET SCREENING 
 
Le protocole expérimental a été approuvé par le comité d’éthique local (numéro 
02/1048/10/09). Les souris SCID/beige ont été fournies par Taconic (Bomholt, Ry, 
Danemark). Ces souris sont immunodéficientes car elles présentent la mutation du gène 
PRKDC qui permet la recombinaison V(D)J lors du développement des lymphocytes. Cette 
mutation induit une lymphopénie et la diminution des fonctions des lymphocytes et confère le 
phénotype SCID. Le phénotype beige provient de la mutation du gène CHS1/LYST/BEIGE et 
est caractérisé par un défaut lysosomal provoquant une sévère déficience de l’activité des 
cellules NK. Ainsi, les souris SCID/beige présentent une immunodéficience sévère permettant 
la transplantation de tissu ayant pour origine une autre souche de souris ou une autre espèce. 
Elles sont hébergées dans des cages maintenues sur les portoirs ventilés en surpression. De 
l’eau et de la nourriture stériles sont mises à leur disposition. Certaines souris SCID/beige 
présentent un phénotype « leaky ». Ce phénotype « leaky » est caractérisé par une 
concentration plasmatique en immunoglobulines (Ig) élevée révélant leur non-
immunodéficience. Environ 80 à 90% des souris sont non-leaky et donc utilisables pour les 
expériences. Le pourcentage restant est exclu du programme. Le screening consiste en un test 
ELISA afin de doser la concentration plasmatique en immunoglobulines. L’ELISA est réalisé 
avec des immunoplaques (Nunc, Roskilde, Danemark) coatées avec un anticorps dirigés 
contre les Ig de souris (BD Biosciences, Paris, France). Le plasma des souris est obtenu après 
centrifugation du sang hépariné, prélevé au niveau du sinus rétro-orbital. Du plasma de souris 
contenant une concentration connue en Ig est utilisée pour la quantification. Un anticorps 
secondaire couplé à HRP (Dako, Les Ulis, France) est ajouté puis la révélation se fait à l’aide 
d’un kit TMB (Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL). Seuls les mâles âgés de 12 à 15 
semaines ayant une concentration plasmatique d’Ig inférieure à 1 µg/mL sont utilisés pour les 
expériences. 
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XIII- TRANSPLANTATION 
 
Toutes les procédures concernant l’utilisation du tissu humain à visée scientifique ont été 
validées par l’Agence de la Biomédecine et le comité d’éthique des hôpitaux de Toulouse. 
Une partie du mésentère de donneurs cadavériques d’organes est prélevé dans le cadre du 
prélèvement multi-organe. L’unique contrainte est de ne pas lier les artères mésentériques afin 
de permettre le lavage du mésentère. Après le prélèvement, le mésentère est maintenu à 4°C 
dans un cryokit stérile contenant le milieu de conservation Celsior. Le mésentère est 
accompagné du dossier Cristal du donneur contenant des informations très détaillées. Le 
mésentère est acheminé jusqu’au service de microchirurgie expérimentale. Des collatérales 
distales d’artère mésentérique sont disséquées sous microscope. Il est important que ces 
artères aient un calibre comparable à celle de l’aorte infra-rénale des souris SCID/beige pour 
la réussite de la xénotransplantation hétérotopique. Les souris sont anesthésiées par injection 
intrapéritonéale d’un cocktail de kétamine (125 mg/kg) et de xylazine (10 mg/kg), complétée 
par une anesthésie gazeuse d’isoflurane (induction 2% au début de l’intervention puis 
entretien à 1% si nécessaire). Après une laparotomie xypho-pubienne, l’aorte est disséquée à 
partir des artères rénales et jusqu’à la bifurcation iliaque, clampée, sectionnée puis lavée. Au 
niveau de la partie proximale, l’anastomose avec le segment d’artère humaine est réalisée 
avec la technique sleeve alors que dans la partie distale, il s’agit d’une anastomose termino-
terminale classique. Après déclampage et hémostase, la fermeture s’effectue sur deux plans, 
musculaire et cutané. Les souris reçoivent une injection sous-cutanée de buprénorphine (0,1 
mg/kg) puis elles sont placées sur un matelas chauffant jusqu’au réveil complet. Une semaine 
après la transplantation, les expérimentations débutent par un prélèvement de sang sur 
héparine au niveau du sinus veineux rétroorbital. Les anticorps anti-HLA et les anticorps 
irrelevant IgG2a sont injectés par voie intraveineuse au niveau de la queue des souris. Les 
inhibiteurs pharmacologiques sont administrés par gavage ou sont injectés en intrapéritonéal 
ou en intraveineuse. Après 5 semaines de traitement, soit 6 semaines après la transplantation, 
les souris sont sacrifiées par une injection intrapéritonéale de pentobarbital (150 mg/kg). Du 
sang est prélevé sur héparine au niveau de la veine porte. Le greffon est prélevé, fixé en 
paraformaldéhyde à 4% pendant une nuit voire 48h puis inclus en paraffine. Des coupes de 5 
µm sont réalisées au microtome tous les 100 µm. 
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XIV- HISTOMORPHOMETRIE 
 
Les lames sont déparaffinées par des bains de toluène puis réhydratées par des bains d’éthanol 
de concentration décroissante. Les lames sont colorées avec de l’hématoxyline (30 s) puis 
rincées et passées dans du carbonate de lithium. Après rinçage, les lames sont colorées avec 
de l’éosine (1 min) puis rincées. Le montage lame/lamelle s’effectue avec de l’Eukitt après 
déshydratation des lames (éthanol absolu puis toluène). Afin de mettre en évidence 
l’architecture de la paroi artérielle, une analyse morphométrique est réalisée basée sur la 
délimitation de la circonférence de chaque couche de l’artère grâce aux lames élastiques 
interne et externe. L’aire de la lumière est définie comme l’aire interne délimitée par 
l’endothélium. L’aire intimale correspond à la région contenue entre la lumière et la partie 
externe de la lame élastique interne. L’utilisation d’un programme (CyberView v3, Cervus 
International, France) permet de calculer le pourcentage d’obturation du greffon. 
 
XV- IMMUNOHISTOMARQUAGE 
 
Les lames sont déparaffinées par des bains de toluène puis réhydratées par des bains d’éthanol 
de concentration décroissante. Un démasquage des anticorps est ensuite effectué avec un 
tampon citrate à pH 6, pendant 20 min 95°C. Une étape de blocage des peroxydases 
endogènes est réalisée lors d’immunohistochimie (contenu dans le kit EnVision de Dako). 
Après saturation pendant 30 min avec du PBS contenant 5% de lait, l’anticorps primaire 
dirigé contre α -SMA (Sigma-Aldrich) ou dirigé contre PCNA (Dako, Trappes, France) est 
incubé pendant 1 h à température ambiante. Les lames sont ensuite lavées par 3 bains de PBS 
de 10 min, puis incubées en présence de l’anticorps secondaire, couplé à HRP pendant 1 h à 
température ambiante (kit). Trois lavages de 10 min sont réalisés. Après une incubation avec 
de la DAB (kit) pendant 5 min,  les lames sont rincées et contre-colorées à l’hématoxyline 
puis déshydratées par passages successifs dans des bains d’éthanol de concentration 
croissante suivis de deux bains de toluène puis montées à l’Eukitt. 
Pour les expériences d’immunohistofluorescence, après les étapes de déparaffinage et de 
réhydratation, les lames sont directement mises en présence de l’anticorps primaire anti-HLA 
de classe I (W6/32). L’anticorps secondaire couplé au fluorochrome Alexa 488 (Molecular 
Probes) est incubé pendant 1 h à température ambiante. La contre-coloration se fait au DAPI, 
puis le montage se fait à l’aide d’un milieu de montage adapté à la fluorescence. 
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XVI- STATISTIQUES 
 
Les datas sont exprimées en moyenne +/- SEM. Les datas obtenues dans les conditions 
traitées avec les anticorps anti-HLA ou anti-CMH sont comparées à celles obtenues avec les 
contrôles non stimulés et les contrôles irrelevants mais aussi aux datas obtenues dans les 
conditions traitées avec les inhibiteurs et les anticorps anti-HLA. La comparaison se fait avec 
le test de Student ou avec le test ANOVA. Une valeur de p < 0,05 est considérée 
statistiquement significative (*). 
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PARTIE IV  RESULTATS 
 
I- ROLE DES METALLOPROTEASES ET DE LA 
SPHINGOMYELINASE NEUTRE DE TYPE 2 DANS LA 
VASCULOPATHIE DE TRANSPLANTATION INDUITE PAR LES 
ANTICORPS ANTI-HLA 
 
1) Introduction 
 
Au cours des dernières décennies, de nombreux progrès ont été faits dans le domaine de la 
transplantation, si bien que l’incidence du rejet aigu a beaucoup diminué (Hunt and Haddad, 
2008). Cependant, la survie à long terme des patients transplantés a peu évolué (Lechler et al., 
2005). Le rejet chronique est caractérisé par la présence d’une VT au niveau des vaisseaux 
irriguant le greffon. Histologiquement, la VT se traduit par la formation d’une hyperplasie 
intimale au niveau de la paroi vasculaire ce qui participe à la perte de fonction de l’organe 
greffé (Mitchell and Libby, 2007). Les CML sont un des types cellulaires mis en jeu dans le 
développement des lésions. Sous l’effet de divers stimuli, elles peuvent migrer et proliférer, 
participant ainsi à la pathogenèse de la VT. 
Des facteurs non-immunologiques peuvent influencer le développement de la VT tels que 
l’ischémie/reperfusion mais ce sont surtout les réactions immunologiques qui vont conduire à 
l’apparition de la VT (Schmauss and Weis, 2008). Le système immunitaire du receveur va 
coordonner un ensemble de réactions visant à détruire le greffon reconnu comme étranger à 
cause des antigènes de transplantation portés par le donneur. De nombreuses études ont 
démontré que la réponse humorale du receveur dirigée contre les antigènes de transplantation 
du donneur est une des causes du développement de la VT (Terasaki and Cai, 2005). En 
particulier, la présence, dans le plasma du receveur, d’anticorps dirigés contre les molécules 
HLA de classe I du donneur est fortement associée à la survenue du rejet chronique chez les 
patients transplantés. Cette association est de plus en plus vue comme une relation de cause à 
effet (Terasaki and Cai, 2008). Par ailleurs, de nombreuses études expérimentales ont montré 
que les lymphocytes B et les anticorps anti-HLA sont suffisants (Soleimani et al., 2006b), et 
parfois nécessaires (Russell et al., 1997), à la formation des lésions de VT (Wehner et al., 
2007). En outre, il a été montré que la fixation des anticorps sur les molécules HLA de classe 
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I des cellules vasculaires permet la transduction de signaux intracellulaires (Bian and Reed, 
1999). Cette signalisation est été très étudiée dans les CE mais reste encore à mieux connaître 
dans les CML. Les anticorps anti-HLA de classe I induisent la prolifération, la survie et la 
migration des cellules vasculaires (Jindra et al., 2006) (Li et al., 2011). Les voies de 
signalisation activées par les anticorps anti-HLA de classe I sont nombreuses, telles que la 
voie PI3K/Akt (Jin et al., 2004), la voie mTOR (Jindra et al., 2008c), la voie ERK1/2 (Ziegler 
et al., 2012a), et sont bien connues pour être activées par de nombreux stimuli tels que des 
facteurs de croissance. 
Nous nous sommes intéressés à la signalisation induite par les anticorps anti-HLA de classe I 
conduisant à la prolifération des CML. Précédemment, l’équipe a montré que les LDL 
oxydées (Auge et al., 2002), le TNF-α (Tellier et al., 2007) et H2O2 (Cinq-Frais et al., 2013) 
induisent la prolifération des CML. Ces agents, souvent formés dans des conditions 
pathologiques, ont été appelés des agents de stress. Ils induisent la prolifération cellulaire non 
pas par l’activation de voies de signalisation classiquement connues comme aboutissant à la 
prolifération mais par l’activation du métabolisme des sphingolipides. En particulier, la voie 
sphingomyéline/céramide est impliquée dans l’effet prolifératif de ces agents de stress. Cette 
voie met en jeu l’activation de la sphingomyélinase de type 2 qui catalyse la formation de 
céramide à partir de sphingomyéline. Son activation requiert l’activation de métalloprotéases 
matricielles MT1-MMP et MMP-2. 
Les métalloprotéases sont impliquées dans la dégradation de la matrice extracellulaire. En 
fonction de leur substrat, elles sont classées en 5 grands groupes : les collagénases, les 
gélatinases, les stromelysines, les matrilysines et les MT-MMP. Elles jouent un rôle majeur 
au cours du développement, de la morphogenèse, de la réparation et du remodelage 
tissulaires, notamment vasculaires (Newby, 2005). La dégradation des protéines de la MEC 
va modifier les interactions cellule/matrice et cellule/cellule. Elle va aussi induire la libération 
de certaines molécules enchâssées dans la matrice, telles que des facteurs de croissance, 
rendant ainsi possible leur interaction avec des récepteurs (Nagase and Woessner, 1999). Elles 
sont capables de cliver de nombreuses protéines n’étant pas des protéines de la MEC. Elles 
possèdent un motif de liaison au zinc au niveau de leur domaine catalytique. Elles sont 
synthétisées sous forme de pro-enzymes (Nagase et al., 2006). Leur activation est consécutive 
au clivage de la pro-enzyme par d’autres protéases. La plupart sont des protéines 
extracellulaires mais certaines, comme MMP-2, sont retrouvées en intracellulaire et peuvent 
agir sur d’autres protéines intracellulaires (Kwan et al., 2004). D’autres, telles que MT1-MMP 
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sont strictement membranaires. MT1-MMP est connue pour activer MMP-2 lors de la 
formation d’un complexe au niveau de la membrane plasmique (Itoh and Seiki, 2006). 
L’expression de MT1-MMP et de MMP-2 est augmentée au cours du développement de la 
VT (Tsukioka et al., 2000). Il a été montré que l’inhibition des MMP permet de diminuer le 
rejet chronique et la VT chez le rat (Lutz et al., 2005) (Hariya et al., 2004). De plus, 
l’inhibition spécifique de MMP-2 est suffisante pour diminuer la VT (Tsukioka et al., 2002). 
En considérant que les anticorps anti-HLA de classe I sont des agents de stress pour les 
cellules vasculaires, nous avons émis l’hypothèse que MT1-MMP, MMP-2 et nSMase2 
pourraient être impliquées dans l’effet prolifératif des anticorps anti-HLA de classe I sur les 
CML et contribuer ainsi au développement de la VT. Nous avons utilisé plusieurs approches 
pour tester cette hypothèse dont un modèle animal, mis au point par l’équipe, qui a déjà fait 
l’objet d’une publication (Galvani et al., 2009). 
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A Key Role for Matrix Metalloproteinases and Neutral
Sphingomyelinase-2 in Transplant Vasculopathy Triggered
by Anti-HLA Antibody
Sylvain Galvani, PhD*; Magali Trayssac, MSc*; Nathalie Auge´, PhD; Jean-Claude Thiers, MSc;
Denis Calise, MSc; Hans-Willi Krell, PhD; Federico Sallusto, MD; Nassim Kamar, MD, PhD;
Lionel Rostaing, MD, PhD; Mogens Thomsen, MD, PhD;
Anne Ne`gre-Salvayre, PhD; Robert Salvayre, MD, PhD
Background—Outcomes for organ transplantation are constantly improving because of advances in organ preservation,
surgical techniques, immune clinical monitoring, and immunosuppressive treatment preventing acute transplant
rejection. However, chronic rejection including transplant vasculopathy still limits long-term patient survival. Transplant
vasculopathy is characterized by progressive neointimal hyperplasia leading to arterial stenosis and ischemic failure of
the allograft. This work sought to decipher the manner in which the humoral immune response, mimicked by W6/32
anti-HLA antibody, contributes to transplant vasculopathy.
Methods and Results—Studies were performed in vitro on cultured human smooth muscle cells, ex vivo on human arterial
segments, and in vivo in a model consisting of human arterial segments grafted into severe combined immunodefi-
ciency/beige mice injected weekly with anti-HLA antibodies. We report that anti-HLA antibodies are mitogenic for
smooth muscle cells through a signaling mechanism implicating matrix metalloproteinases (MMPs) (membrane type 1
MMP and MMP2) and neutral sphingomyelinase-2. This mitogenic signaling and subsequent DNA synthesis are
blocked in smooth muscle cells silenced for MMP2 or for neutral sphingomyelinase-2 by small interfering RNAs, in
smooth muscle cells transfected with a vector coding for a dominant-negative form of membrane type 1 MMP, and after
treatment by pharmacological inhibitors of MMPs (Ro28-2653) or neutral sphingomyelinase-2 (GW4869). In vivo,
Ro28-2653 and GW4869 reduced the intimal thickening induced by anti-HLA antibodies in human mesenteric arteries
grafted into severe combined immunodeficiency/beige mice.
Conclusions—These data highlight a crucial role for MMP2 and neutral sphingomyelinase-2 in vasculopathy triggered
by a humoral immune response and open new perspectives for preventing transplant vasculopathy with the use of
MMP and neutral sphingomyelinase inhibitors, in addition to conventional immunosuppression. (Circulation.
2011;124:2725-2734.)
Key Words: anti HLA class I mAb  metalloproteinases  proliferation  smooth muscle cells
 transplant vasculopathy
Progress in surgical techniques, organ preservation, andimmunosuppressive drugs has improved the outcome of
organ allografts.1 However, the late outcome of organ trans-
plants is impaired by transplant vasculopathy (also known as
transplant arteriosclerosis or chronic vascular rejection),
which occurs in up to 50% of heart transplant recipients
within 5 years after transplantation.2,3 Transplant vasculopa-
thy is mediated by immune and nonimmune mechanisms
(such as ischemia/reperfusion, inflammation, viral infection,
and hypertension) that trigger diffuse and concentric intimal
hyperplasia and lead finally to arterial stenosis, chronic
ischemia, and functional loss of the grafted organ.2,4,5
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Both cell-mediated and humoral immunologic mechanisms
are thought to participate in the pathogenesis of transplant
vasculopathy.5–8 Experimental and clinical studies suggest
that B cells and donor-specific alloantibodies play a role in
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long-term allograft rejection and induce intimal proliferation
of smooth muscle cells (SMCs), a key event in the genesis of
transplant vasculopathy.9–12 Anti-HLA antibodies trigger the
production of growth factors and inflammatory cytokines
(fibroblast growth factor, interferon, tumor necrosis factor-
[TNF-]), the expression of antiapoptotic members of the
Bcl-2 family, and activation of signaling pathways involved
in the migration and proliferation of vascular cells.11–15
Moreover, the proinflammatory environment elicited by im-
mune system activation is able to dedifferentiate SMCs that
acquire a synthetic phenotype and produce cytokines and
extracellular matrix.16 On the basis of the response of
vascular cells to anti-HLA monoclonal antibody (mAb)
W6/32 reported by Reed et al,11–14 we recently developed an
original model of human mesenteric arteries grafted into
severe combined immunodeficiency (SCID)/beige mice, in
which passive transfer of W6/32 mAb toward HLA class I
provokes transplant vasculopathy in the absence of cellular
immunity.17
The sphingomyelin/ceramide signaling pathway is involved
in various stress-induced responses18 and plays a role in the
mitogenic response of vascular SMCs to TNF-, oxidized
low-density lipoprotein, and H2O2.19–21 In this pathway, the
activation of neutral sphingomyelinase-2 (nSMase2), which
converts sphingomyelin into ceramide, requires the activation of
the matrix metalloproteinases (MMPs) membrane type 1 MMP
(MT1-MMP) and MMP2.19,20 Moreover, MMPs are involved in
extracellular matrix degradation, cell migration, and prolifera-
tion22,23 and could be implicated in cardiac transplant vasculopa-
thy and chronic allograft nephropathy.24–27 Because the precise
mechanism of action of MMPs remains elusive, we hypothe-
sized that MMPs and the sphingomyelin/ceramide pathways are
activated by alloantibodies and thus contribute to the mitogenic
signaling leading to intimal hyperplasia and vascular wall
remodeling of human arteries grafted in SCID/beige mice.17
This led us to investigate whether MMP and nSMase2 inhibitors
may prevent alloantibody-induced SMC proliferation and trans-
plant vasculopathy. This study was conducted in vitro in human
cultured SMCs, ex vivo on human arterial segments, and in vivo
on human arteries grafted into SCID/beige mice.
Methods
An expanded Methods section is available in the online-only
Data Supplement.
Cell Culture and Ex Vivo Experiments
Human mesenteric SMC primocultures were isolated from mesen-
teric arteries and characterized as described in the online-only Data
Supplement. Human aortic SMCs (haSMC, CRL-1999 cell line) and
murine aortic SMC (MOVAS, CRL-2797) were from ATCC (Ma-
nassas, VA). Cells were stimulated by W6/32 mAb, irrelevant mAb
(IgG2a, same isotype as W6/32), or anti-mouse major histocompat-
ibility complex mAb (28-14-8, recognizing H-2Db), as reported in
the online-only Data Supplement.
Ex vivo experiments were performed on human artery rings. After
their recovery from mesenteric artery, the rings were immediately
incubated in serum-free Dulbecco’s modified Eagle’s medium and
stimulated by W6/32 mAb (1 g/mL) for 24 hours, in the presence
or absence of pharmacological agents.
DNA Synthesis, Small Interfering RNA Targeting,
and Cell Transfection
DNA synthesis was evaluated by [3H]thymidine incorporation, as
described.28 Cell counting was performed with the use of a Z1
Beckman cell counter, as described in the online-only Data Supple-
ment. SMC transfections by small interfering RNA (siRNA) target-
ing human nSMase2, MMP2, scrambled siRNA, or MT-E240A
mutant vector coding for the catalytically inactive MT1-MMP (a
generous gift from Dr Alex Strongin, La Jolla, CA) were done as
reported.20
Determination of MT1-MMP, MMP2, and
nSMase2 Activities
MT1-MMP activity was determined in SMC extracts with the use of
the MT1-MMP fluorogenic substrate dansyl-Pro-Leu-Ala-
Cys(pOMeBz)-Trp-Ala-Arg-NH2.29 MMP2 activity was determined in
SMC supernatant and in the plasma from transplanted mice with the use
of the MMP2 fluorogenic substrate MCA-Pro-Leu-Ala-Nva-Dpa-Ala-
Arg-NH2.29 The activity of nSMase2 was measured in SMC extracts
with the use of radiolabeled sphingomyelin, as reported.20
Human Mesenteric Arterial Segments Grafted Into
SCID/Beige Mice
This experimental animal system has been characterized exten-
sively,30–32 and its use with anti-HLA mAbs has been reported in a
recent methodological article17 and is briefly described in the
online-only Data Supplement. The use of human mesentery from
cadaveric organ donors was approved by the French Agence de
Biome´decine and the Ethics Committee of the University Hospital of
Toulouse. Experimental protocols on animals were conducted in
accordance with the French legislation and the local ethical commit-
tee for animal experiments.
Histological Analysis and Histomorphometric
Reconstitution of Arteries
Six weeks after transplantation, the mice were euthanized, and the
grafted human arterial segments were removed, fixed, and embedded
either in paraffin for histological analysis or in Tissue-Tek, and they
were snap-frozen in liquid nitrogen for morphometric analysis.17
Statistical Analyses
Data are presented as meanSD. Estimates of statistical significance
were performed by t test or ANOVA followed by a multiple
comparison procedure (with the use of SigmaStat 3.5, Systat soft-
ware). In populations normally distributed and with equal variances,
differences between mean values were evaluated by unpaired t test (2
groups) or by 1-way ANOVA (2 groups). When a difference in the
groups was detected by 1-way ANOVA, multiple comparisons
(generally versus a control group) were performed by the Holm-
Sidak test. Values of P0.05 were considered significant.
Results
Anti-HLA mAbs Trigger the Activation of
MT1-MMP, MMP2, and nSMase2-Mediated
Mitogenic Signaling in Human Cultured SMCs:
Inhibition by MMP and nSMase2 Inhibitors
SMC primocultures prepared from human mesenteric arteries
as well as the human aortic SMC cell line CRL-1999 (haSMC
CRL-1999) express smooth muscle -actin (Figure I in the
online-only Data Supplement). HLA class I antigen recog-
nized by W6/32 mAb was also expressed at the surface of
both SMC primocultures prepared from human mesenteric
arteries and haSMC CRL-1999 (Figure II in the online-only
Data Supplement), as well as in mesenteric arterial segments
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used for grafts in mice (Figure III in the online-only Data
Supplement), as reported.33
Dose-response experiments (mitogenic effect of increasing
W6/32 concentration) showed that 1 g/mL W6/32 mAb was
optimal to trigger [3H]thymidine incorporation in cultured
SMCs (Figure IVA in the online-only Data Supplement) and
cell proliferation (increased cell number), as assessed by cell
counting (Figure IVB in the online-only Data Supplement).
This W6/32 concentration (1 g/mL) exhibited no cytotoxic
effect (Figure IVC in the online-only Data Supplement) and
was therefore utilized throughout the experiments (unless
otherwise indicated). In contrast, the same concentration (1
g/mL) of an irrelevant mAb of the same isotype class as
W6/32 (IgG2a) induced no mitogenic response (Figure 1A).
Interestingly, the anti-mouse major histocompatibility com-
plex 28-14-8 mAb triggered DNA synthesis in murine aortic
SMCs (MOVAS, CRL-2797) but not in human SMCs, and,
conversely, W6/32 mAb elicited no [3H]thymidine incorpo-
ration in CRL-2797 (Figure 1A).
To exclude any activation resulting from Fc receptors or
from the Fc portion of the anti-HLA mAb, we investigated
the mitogenic effect of F(ab)2 fragments from the W6/32
mAb (kit Pierce F(ab)2, Thermo Scientific). As shown in
Figure 1B, both F(ab)2 fragments and intact mAb exhibited
a similar mitogenic effect, indicating that [3H]thymidine
incorporation induced by W6/32 mAb is dependent on its
anti-HLA specificity and independent of the Fc portion or of
Fc receptors. These data are consistent with the lack of effect
of irrelevant mAb.
Because several stress-inducing agents (eg, TNF-, oxi-
dized low-density lipoprotein) trigger SMC proliferation via a
signaling mechanism implicating the metalloproteinases
MT1-MMP and MMP2 and the sphingolipid pathway,19,20 we
investigated whether this signaling is involved in the W6/32
anti-HLA mAb-induced mitogenic effect. As shown in Figure
1C through 1H, mitogenic concentrations of W6/32 mAb
activated MT1-MMP, MMP2, and nSMase in haSMCs (un-
der the conditions used, no activation of acidic SMase was
observed; data not shown). Interestingly, the activation of
MMP2 and [3H]thymidine incorporation by W6/32 mAb was
inhibited by MMP2-specific siRNA and in haSMCs express-
ing dn-MT1, a dominant-negative form of MT1-MMP20
(Figure 1E and 1H). Moreover, nSMase2-specific siRNA
abrogated the activation of nSMase2 and [3H]thymidine
incorporation by W6/32 mAb (Figure 1G and 1H).
Altogether, these data suggest that the W6/32 anti-HLA
mAb is mitogenic for human vascular SMCs via the activa-
tion of the MMP/nSMase2 signaling pathway. This led us to
anticipate that pharmacological inhibitors of MMPs and
nSMase2 should inhibit the mitogenic effect of W6/32 mAb.
We first investigated the relative efficacy of 2 MMP inhibi-
tors: batimastat, a broad-spectrum MMP inhibitor, and Ro28-
2653, which is more specific for MMP2 and MT1-MMP.19
Dose-response experiments allowed selection of the nontoxic
concentration effective to inhibit the mitogenic effect of
W6/32 mAb (10 nmol/L for Ro28-2653 and 100 nmol/L for
batimastat) (Figures V and VI in the online-only Data
Supplement). The 2 MMP inhibitors efficiently inhibited the
activation of MT1-MMP and MMP2 (Figure 2A and 2B),
thereby confirming the results observed in MMP2-silenced
haSMCs (Figure 1). MMP inhibition by batimastat or by
Ro28-2653 also blocked the activation of nSMase2 (Figure
2C) and [3H]thymidine incorporation elicited by W6/32
anti-HLA mAb (Figure 2D).
We then tested the effect of the SMase inhibitor GW4869,34
which efficiently blocked the activation of nSMase2 and
[3H]thymidine incorporation elicited by W6/32 mAb (Figure
2C and 2D) (as observed in SMCs silenced for nSMase2 by
siRNA). Note that GW4869 had no inhibitory effect on
MT1-MMP and MMP2 activation by W6/32 mAb (data not
shown). Likewise, batimastat, Ro28-2653, and GW4869 in-
hibited [3H]thymidine incorporation elicited by W6/32 mAb
in SMC primocultures prepared from human mesenteric
arteries (Figure 2D).
Altogether, these data suggest that MT1-MMP and MMP2
are required for the activation of nSMase2 by the anti-HLA
W6/32 mAb and its subsequent mitogenic signaling. This
indicates that W6/32 anti-HLA mAbs behave like stress-
inducing agents and activate the stress-induced mitogenic
response mediated by the MMP/sphingolipid pathway in
SMCs, as shown previously with stress-inducing agents.19–21
Interestingly, pharmacological inhibitors of MMPs and
nSMase2 effectively abrogated DNA synthesis mediated by
W6/32 mAb.
Histological Study of Human Mesenteric Arterial
Segments Grafted Into SCID/Beige Mice
As indicated above, HLA class I antigens recognized by
W6/32 mAb were expressed in human mesenteric arteries
utilized for xenotransplantation (Figure III in the online-only
Data Supplement). As expected, the endothelial cell lining
was intensely stained by W6/32, whereas the media was
moderately labeled by W6/32 mAb. After subtraction of the
yellow autofluorescence of the arterial wall, the green fluo-
rescence of the media strongly suggests that SMCs of the
media express HLA class I antigens (Figure III in the
online-only Data Supplement).
Immunodeficient SCID/beige mice, grafted with human
mesenteric artery segments, were injected weekly with
W6/32 anti-HLA mAb (1 g mAb per 10 g body wt for 5
weeks), irrelevant mAb (same protocol as W6/32), or vehicle
(phosphate-buffered saline) only.17 Histological studies were
performed on the grafted human mesenteric artery segments
recovered at the end of the treatment. In mice injected with
phosphate-buffered saline vehicle (“untreated”) or irrelevant
mAb, we observed neither major histological alteration nor
thrombosis (Figure 3A). Human mesenteric arteries grafted
into mice treated by W6/32 mAb for 5 weeks developed
lesions of transplant vasculopathy, characterized by a dra-
matic intimal hyperplasia (Figure 3A), as reported previ-
ously.17 Mouse aortic segments taken near the graft did not
exhibit any histological alteration, in particular no intimal
thickening (Figure 3B). This is consistent with the specificity
of the W6/32 mAb for human HLA antigens but not for
murine major histocompatibility complex antigens35,36 and is
in agreement with the lack of effect of W6/32 anti-HLA mAb
on mouse SMCs (Figure 1A).
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Figure 1. Mitogenic effect of W6/32 anti-HLA monoclonal antibody (mAb) to cultured smooth muscle cell (SMC) and inhibition by small
interfering RNA (siRNA) specific for matrix metalloproteinase (MMP)2. A, [3H]Thymidine incorporation induced by anti-HLA mAb W6/32
(HLA), anti-mouse major histocompatibility complex mAb 28-14-8 (MHC), and irrelevant antibody IgG2a (Irr) was evaluated by [3H]thy-
midine incorporation (see Methods) in human mesenteric SMC primoculture (phmSMC), in human aortic SMC (haSMC, CRL-1999 cell
line), and in murine aortic SMCs (MOVAS, CRL-2797). Cells were starved in serum-free Dulbecco’s modified Eagle’s medium for 24
hours, then stimulated by the different antibodies (1 g/mL) for 48 hours. In each experiment, [3H]thymidine incorporation was normal-
ized to the negative control (ie, expressed as percentage of the untreated control). [3H]Thymidine incorporation ranged between 5460
and 8220 dpm per well in untreated phmSMC, 9120 and 15 060 dpm per well in untreated haSMC CRL-1999, and 37 150 and 48 210
dpm per well in untreated MOVAS CRL-2797 (in the set of experiments reported here). B, [3H]Thymidine incorporation induced by
intact W6/32 mAb (Ig) and F(ab)2 purified fragments (1 g/mL) in human haSMC CRL-1999 cell line. C through E, MT1-MMP and
MMP2 in haSMC CRL-1999. In C and D, time course of activity of membrane type 1 (MT1)-MMP and MMP2 in haSMC CRL-1999
treated by W6/32 mAb or irrelevant mAb (1 g/mL) is shown. Cells were incubated without or with W6/32 mAb (1 g/mL) for the indi-
cated time and then were harvested, and cell extracts were used for enzymatic assays. In E, untransfected haSMCs (dotted bar) or
haSMCs expressing a mutant dominant-negative MT1-MMP (dn-MT1) or transfected by MMP2 siRNA (MMP2-si), neutral sphingomyelinase-2
(nSMase2) siRNA (nSM2-si), or scrambled siRNA (scr) were incubated without or with W6/32 mAb (1 g/mL) for 30 minutes. Then cells
were washed and harvested, and cell extracts were used for Western blotting or enzymatic determination. In insert, Western blots show
the lack of MMP2 expression in MMP2-silenced SMC. Enzyme activities were determined with the use of fluorogenic substrates, as
described in Methods. F through H, Activity of nSMase in haSMCs treated under the same conditions as in C and D. F, Time course of
nSMase activity on treatment with W6/32 or irrelevant mAb. G, Inhibitory effect of dn-MT1 and siRNAs on nSMase activation by W6/32.
H, Effect of dn-MT1 and siRNAs on [3H]thymidine incorporation by W6/32 mAb in haSMCs. In C through F, enzyme activities are
expressed as percentage of basal activity (unstimulated control). Data are meanSD of 3 to 5 separate experiments. *P0.05. Statisti-
cal analyses are as follows: In A, each cell type (each panel) was analyzed separately by 1-way ANOVA and pairwise multiple compari-
son by Holm-Sidak method; B, t test analysis; C, D, F, t test analysis to compare the effect of irrelevant vs anti-HLA mAb at each time
point (each point was evaluated on separate culture dishes); E, G, H, 1-way ANOVA and comparison with the positive control (cells
treated with anti-HLA mAb [black bar]) by the Holm-Sidak method.
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Neointimal thickening of human arterial segments grafted
in SCID/beige mice treated with W6/32 anti-HLA mAb is
constituted by smooth muscle -actin–positive cells (Fig-
ure 3C) and by collagen-rich extracellular matrix, colored
blue by Masson trichrome staining (Figure 3D), similar to
that observed in transplant vasculopathy. The tunica media
of the grafted artery (treated or not with W6/32 mAb) was
apparently not altered (Figure 3), thereby confirming that
these antibodies are not cytotoxic and that intimal thick-
ening may occur independently of media alteration. No
inflammatory infiltration by lymphocytes and macro-
phages was detected in human mesenteric arteries before
and after the vessels were grafted into SCID/beige mice
(data not shown).
W6/32 Anti-HLA mAbs Induce MMP2 Expression,
Mitogenic Signaling, and Intimal Thickening in
Human Arterial Segments Transplanted Into
SCID/Beige Mice: Prevention by Ro28-2653
and GW4869
Increased MMP2 expression was observed in the neointi-
ma of grafted human arterial segments (Figure 4A and 4B),
in agreement with in vitro and ex vivo data and with a
previous observation by Tsukioka et al25 in a model of
cardiac transplantation. Altogether, these data suggest that
W6/32 anti-HLA mAbs enhance MMP2 expression in
grafted arterial segments. Ro28-2653 prevented the rise in
MMP2 expression in grafted human mesenteric segments
(Figure 4).
The experimental animal model (SCID/beige mice grafted
with human mesenteric arteries and treated with W6/32)17
was used to evaluate the in vivo efficacy of MMP and
nSMase inhibitors in preventing intimal hyperplasia.
The mitogenic marker proliferating cell nuclear antigen
(PCNA) was significantly increased in the intima and in
the media of human arterial segments grafted in mice
treated with anti-HLA mAb (Figure 5A and 5B), consistent
with cell proliferation leading to neointimal thickening and
indicating that some SMCs are activated in the tunica
media. The MMP inhibitor Ro28-2653 and nSMase2
inhibitor GW4869 prevented, in part, the increased PCNA
expression induced by W6/32 anti-HLA mAb (Figure 5A
and 5B).
Morphometric analyses of serial histological sections al-
lowed us to reconstruct the 3-dimensional details of the
arterial wall (Figure 6A). This clearly shows the dramatic
neointimal thickening of the human artery grafted in mice
treated with W6/32 anti-HLA mAb. Interestingly, the MMP
inhibitor Ro28-2653 and nSMase2 inhibitor GW4869
blocked the W6/32-induced neointimal thickening of the
grafted arterial segments (Figure 6A and 6B).
In summary, our data show that, in this experimental
model system, both MMP and nSMase2 inhibitors prevent
the neointimal thickening occurring in vivo in grafted
human arterial segments treated with anti-HLA mAb. The
data support a role for MMP2 and nSMase2 in the
pathogenesis of transplant vasculopathy and demonstrate
the efficacy of these pharmacological inhibitors for pre-
venting this severe complication.
Discussion
The innate and adaptive immune systems are thought to play
a role in transplant vasculopathy, but the pathophysiological
mechanism of arterial wall alteration remains unclear, and
conventional immunosuppression is poorly effective in pre-
Figure 2. Effect of inhibitors of matrix metalloproteinase (MMP)
(batimastat and Ro28-2653) and neutral sphingomyelinase-2
(nSMase2) (GW4869) on the activation of MMPs, nSMase, and
[3H]thymidine incorporation by W6/32 anti-HLA monoclonal anti-
bodies (mAbs) in human aortic smooth muscle cell (haSMC) and
human mesenteric SMC primoculture (phmSMC). A and B, Bati-
mastat and Ro28-2653 inhibit the activation of membrane type
1 (MT1)-MMP (in cell lysates) (A) and of MMP2 (culture media)
(B) in SMC treated with W6/32 mAb (1 g/mL) with or without
batimastat (Ba) (100 nmol/L) or Ro28-2653 (Ro) (10 nmol/L),
under conditions used in Figure 1. C, MMP inhibitors (batimas-
tat and Ro28-2653) and nSMase inhibitor GW4869 (GW)
(5 mol/L) inhibit nSMase activity in cell lysates from haSMC
stimulated by W6/32 mAb, under conditions used in A. Enzy-
matic activities are expressed as a percentage of basal activity
(unstimulated control). D, Effect of MMP inhibitors (100 nmol/L
batimastat and 10 nmol/L Ro28-2653) and nSMase inhibitor
GW4869 (5 mol/L) on [3H]thymidine incorporation induced by
W6/32 mAb in human aortic SMC CRL-1999 cell line (haSMC)
and phmSMC, under the conditions of Figure 1. [3H]Thymidine
incorporation ranged between 5200 and 7350 dpm per well in
control untreated phmSMC and between 10 600 and 16 740
dpm per well in untreated haSMC CRL-1999 (in the set of
experiments reported here). The values were normalized to the
untreated control and expressed as percentage, as indicated in
Figure 1A. The results are expressed as meanSD of 3 to 5
separate experiments. In A and B, comparison is as indicated in
the figure; in C and D, comparison is between cells treated with
W6/32 anti-HLA mAb only (positive control) and cells treated
with W6/32 mAb and inhibitors. Data are meanSD of 3 to 5
separate experiments. Statistical analyses are as follows: In A
and B, each assay (HLAinhibitor) was compared at each time
with the positive control (HLA, at the same time) by 1-way
ANOVA followed by Holm-Sidak test (black dotted symbols); C
and D, 1-way ANOVA and comparison with the positive control
(cells treated with anti-HLA mAb [black bar]) by Holm-Sidak
test. *P0.05.
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venting transplant vasculopathy.9–11 HLA alloantibodies have
been implicated in chronic allograft rejection and vascular
cell proliferation,13–15,17 but thus far their mechanism of
action is only partly understood.13–15 The rationale of this
study came from our previous work on the stress-induced
sphingomyelin/ceramide pathway, which indicated a role for
MMPs (namely, MT1-MMP and MMP2) and nSMase2 in
stress-induced SMC proliferation.19,20 We hypothesized that
this signaling may also be triggered by anti-HLA mAbs,
which behave like stress-inducing agents. Our results show
that W6/32 anti-HLA mAb activates the MMP/nSMase2-
dependent pathway that is involved in DNA synthesis and in
intimal hyperplasia. Moreover, the hypothesis is also sup-
ported by the protective effect of MMP and nSMase2
inhibitors Ro28-2653 and GW4869, which prevent the neo-
intimal thickening of human arterial segments induced by
W6/32 mAb.
The first striking result is that HLA humoral immunity
(mimicked by W6/32 anti-HLA mAb stimulation) leads to
SMC proliferation in vitro and is sufficient for inducing
neointimal hyperplasia through the activation of MMP2 and
nSMase2. The implication of MMPs in transplant vasculopa-
thy development is often correlated with vascular remodeling
occurring during neointimal proliferation.26–28,37 Moreover,
the concomitant inhibition of anti-HLA mAb-induced MMP2
activation, mitogenic signaling, SMC proliferation, and neo-
intimal hyperplasia by the MMP inhibitor Ro28-2653 is
consistent with recent observational studies from Lutz et
al,24 Tsukioka et al,25 and Hariya et al,26 suggesting a
strong association between MMP2 and transplant vascu-
lopathy. These data and reports from Reed et al11–14,35
indicate that multiple signaling pathways act together to
trigger the mitogenic effect mediated by W6/32 mAbs.
Note that the anti-HLA mAb concentration used in our
experiments for triggering SMC proliferation was lower
than that used by Reed,35 but the dose-response curve
showed that the W6/32 mAb concentration used here
induces a proliferation in SMCs similar to that obtained
with higher dose (Figure IV in the online-only Data
Supplement). In addition, differences in the cell type
(SMCs versus endothelial cells) may also play a role
because, in our experience, the stress-induced mitogenic
response is higher in SMCs than in endothelial cells.
A major outcome is the efficacy of MMP inhibitors to
reduce the neointimal thickening induced by anti-HLA mAb.
This suggests that, in addition to other previously identified
mitogenic pathways, MMP2 (and other MMPs targeted by
Ro28-2653) plays a crucial role not only in cultured SMCs
stimulated by various stress agents19,20 but also in vivo in the
progression of transplant vasculopathy. MMP inhibitors
tested in clinical trials for vascular diseases and cancer
therapy exhibit nonnegligible toxicity, possibly because of
their broad spectrum of activity.38,39 However, the MMP
inhibitor Ro28-2653 is more specific and acts mainly on
Figure 3. Histology of human mesenteric arteries
grafted into severe combined immunodeficiency/
beige mice treated with W6/32 anti-HLA monoclo-
nal antibody (mAb). A, Hematoxylin-eosin (HE)
staining of histological sections from human mes-
enteric arteries grafted into severe combined
immunodeficiency/beige mice either untreated
(phosphate-buffered saline vehicle only) or treated
with irrelevant mAb or with W6/32 anti-HLA mAb
(1 g/10 g body wt) injected intravenously weekly
for 5 weeks. B, HE staining of sections of the
abdominal aorta of mice (just above the grafted
human artery), which were untreated (vehicle only)
or treated with anti-HLA mAb, as in A. C, Smooth
muscle -actin staining of grafted human arteries
in mice treated with anti-HLA mAb or control, as in
A. D, Masson trichrome staining of grafted human
mesenteric arterial sections from mice that were
either untreated or treated with anti-HLA mAb, as
in A. The intimal hyperplasia contains cells and
collagen fibers.
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MMP2, MMP9, and MT1-MMP. This agent fits well with the
specificity required for inhibiting the MMP/sphingolipid
pathway and could be less toxic because of its relatively
narrow specificity.39 Moreover, it is of interest to inhibit both
MMP2 and MMP9, which share various biological properties
and could play a role in transplant vasculopathy.40 Finally,
this compound was easily administered to mice and was
nontoxic over the treatment period.
Another important result is the demonstration that nSMase2 is
implicated in SMC proliferation elicited by anti-HLA mAb.
In agreement with our previous reports,19,20 nSMase2 activa-
tion requires MMP2 and MT1-MMP, as assessed by the
inhibitory effect of MMP inhibitors, siRNA directed to
MMP2, or overexpression of an inactive form of MT1-MMP
(which acts in our system as a dominant-negative form20).
The precise molecular mechanisms by which MT1-MMP and
MMP2 mediate the activation of nSMase2 on stimulation by
anti-HLA mAb and subsequently the mitogenic signaling
involved in transplant hyperplasia are not known. One hy-
pothesis is that MMP2 and MT1-MMP form a complex at the
plasma membrane, as suggested by Strongin,41 which in turn
may activate nSMase2 and sphingosine kinase-1, which
finally generates sphingosine-1 phosphate (S1P).19,20 The
specific implication of nSMase2 in SMC proliferation is
supported by the inhibition of DNA synthesis by GW4869 (a
specific nSMase inhibitor) or by nSMase2-specific siRNA.
Figure 4. Matrix metalloproteinase (MMP)2 expression in human
mesenteric arteries grafted in severe combined immunodeficiency/
beige mice treated with W6/32 anti-HLA monoclonal antibody
(mAb) with or without Ro28-2653. A and B, Immunohistochem-
istry of MMP2 in human arterial fragments grafted into severe
combined immunodeficiency/beige mice injected intravenously
weekly with W6/32 mAb (HLA) (1 g/10 g body wt) and with or
without Ro28-2653 (1 g/10 g body wt, administered orally by
gavage twice a week) for 5 weeks. Immunohistochemistry stain-
ing was performed with the use of anti-MMP2 antibody and
revealed by anti-mouse streptavidin–horseradish peroxidase
secondary antibody (positive nuclei are brown colored) and
nuclear counterstain by hematoxylin. In B, cell counts of MMP2-
positive cells, expressed as percent of total cells in the intima
and in the media, are shown. Data are meanSD of 4 separate
experiments. Statistical analysis was by 1-way ANOVA and mul-
tiple comparison vs a positive control group (HLA treatment) by
Holm-Sidak method, as indicated in the figure. *P0.05.
Figure 5. Proliferating cell nuclear antigen (PCNA) expression in
human mesenteric segments grafted into severe combined
immunodeficiency/beige mice treated by W6/32 monoclonal
antibody (mAb). Inhibition by Ro28-2653 (Ro) and GW4869 (GW)
is shown. A and B, PCNA expression in human mesenteric arte-
rial segment grafted into severe combined immunodeficiency/
beige mice injected intravenously weekly with W6/32 mAb (HLA)
or irrelevant mAb (Irr) (1 g/10 g body wt) and with and without
Ro28-2653 (1 g/10 g body wt, administered orally by gavage
twice a week) or GW4869 (1 g/g body wt, administered by in-
traperitoneal injection twice a week) for 5 weeks. In A, immuno-
histochemistry staining was performed with the use of anti-
PCNA antibody and revealed by anti-mouse streptavidin–
horseradish peroxidase secondary antibody (positive nuclei are
brown colored) and nuclear counterstaining by hematoxylin.
Arrows show some PCNA-positive cells. B, Count of PCNA-
positive nuclei, expressed as percentage of the total number.
MeanSD of at least 5 separate experiments is shown. Statisti-
cal analysis was by 1-way ANOVA and multiple comparison vs a
positive control group (HLA treatment) by Holm-Sidak method,
as indicated in the figure. *P0.05.
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Interestingly, GW4869 significantly reduced the progression
of transplant vasculopathy induced by W6/32 injection in
SCID/beige mice grafted with human mesenteric arteries,
confirming the role of nSMase2 and of the sphingolipid
pathway in the pathophysiology of transplant vasculopathy.
Our data demonstrate that the sphingolipid pathway is in-
volved in the vascular response triggered by W6/32 HLA
mAb in human arterial segments grafted in immunodeficient
SCID/beige mice. Although there are thus far no known links
directly connecting nSMase2 and sphingosine kinase-1, it is
likely that S1P is involved in W6/32-induced intimal hyper-
plasia because S1P is able to mediate SMC migration and
proliferation.28,42 Moreover, the role of S1P in transplant
vasculopathy has been reported on the basis of the inhibitory
effect on transplant rejection of FTY720, a structural analog
of S1P that targets the S1P receptor S1P1 and acts as an
immunosuppressor.43 The role of this pathway in our model
system is currently under investigation.
A number of articles have highlighted the role of inflam-
matory cytokines such as TNF- and interferon- in trans-
plant vasculopathy.2,44,45 This has been investigated by Tel-
lides44,45 in SCID/beige mice grafted with human artery
segments and “humanized” by injection of peripheral blood
mononuclear cells allogeneic to the artery donor.44 Because
interferon- is mainly produced by CD4 positive T-helper
lymphocytes,44,45 a role of interferon- is a priori unlikely in
our model, which only explores the humoral response. How-
ever, anti-HLA mAb may induce the expression and secretion
of various inflammatory factors and cytokines including
TNF-, which activates nSMase2 and formation of sphingo-
lipid mediators.18,20 Interestingly, TNF- induces SMC pro-
liferation dependent on the MMP/nSMase2 signaling, which
is inhibited by MMP inhibitors.20 In the local inflammatory
context of transplant vasculopathy, inflammatory cytokines
might contribute to the mitogenic signaling mediated by
anti-HLA mAb via the MMP/nSMase2 pathway, and their
mitogenic effect could be inhibited by MMP and/or nSMase2
inhibitors.
In conclusion, we show that W6/32 anti-HLA mAb triggers
SMC proliferation and neointimal hyperplasia, independently of
any cellular immune response. This is in agreement with clinical
observations suggesting that B cells and donor-specific antibod-
ies can induce neointimal hyperplasia and transplant vasculopa-
thy in animal models5,7,8 and compromise long-term allograft
survival.25–27 Our data emphasize the critical role of the stress-
induced MMP/sphingolipid pathway in the mitogenic signaling
and the efficacy of MMP and nSMase2 inhibitors (Ro28-2653
and GW4869). In addition to classic immunosuppression, these
agents could constitute a supplementary treatment for preventing
transplant vasculopathy by reducing the response of vascular
cells to alloantibody-induced stress.
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CLINICAL PERSPECTIVE
Despite major advances in clinical organ transplantation, the late outcome of transplanted patients is impaired by chronic
rejection, which mainly affects the blood vessels of the transplanted organ, so-called transplant vasculopathy. This
pathology is characterized by a progressive neointimal hyperplasia with proliferating smooth muscle cells and secretion of
extracellular matrix, leading to arterial stenosis and ischemic failure of the allograft. The mechanism of transplant
vasculopathy is only partly understood and involves cellular and humoral immune responses that target the transplanted
organ. We wanted to elucidate the manner in which the humoral immune response contributes to transplant vasculopathy.
In vitro studies indicated that anti-HLA class I antibodies are mitogenic for human smooth muscle cells through a
mechanism that involves matrix metalloproteinases and neutral sphingomyelinase-2. Pharmacological inhibitors of
metalloproteinases (batimastat and Ro28-2653) and of neutral sphingomyelinase-2 (GW4869) blocked signaling through
these pathways. To explore these findings in vivo, we developed a model for human transplant vasculopathy, consisting
of human mesenteric arterial segments grafted into severe combined immunodeficiency/beige mice. Mice injected weekly
with monoclonal antibody toward HLA class I developed neointimal thickening of the grafted human arterial segment,
whereas mice injected with an irrelevant antibody accepted the graft permanently. Treatment of the animals with
Ro28-2653 and GW4869 led to a net reduction of the intimal hyperplasia induced by monoclonal antibody in the human
mesenteric artery grafts. These data highlight a crucial role for metalloproteinases and neutral sphingomyelinase-2 in
vasculopathy generated by a humoral immune response, opening new therapeutic perspectives for preventing this
pathology, in addition to treatment with conventional immunosuppression.
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SUPPLEMENTAL MATERIAL 
 
Expanded Methods  
Reagents 
[3H]Thymidine (5 Ci/mmol) and [choline-methyl-14C]sphingomyelin were from Perkin 
Elmer (Wellesley, MA). Anti-HLA (clone W6/32), and irrelevant mAb (clone B/Z2, IgG2a 
isotype) were from Diaclone (Besançon, France), anti-H2-Db mAb (clone 28-14-8) was from 
Fitzgerald (Interchim France), PCNA antibody from Dako (Trappes, France). Goat anti-
MMP-2 was from Santa Cruz Biotechnologies (Santa Cruz, CA), anti-phospho and anti-total 
ERK1/2 antibodies were from Cell Signaling (Ozyme, St Quentin en Yvelines), mouse anti-
smooth muscle α-actin antibody (Sigma, France), the EnVision kit for immunofluorescence 
studies was from Dako (Trappes, France) and AlexaFluor®-488 (green) and -546 (red)-
conjugated antibodies were from Invitrogen (Cergy Pontoise. France). Fluorogenic substrates 
for MT1-MMP (DANSYL-Pro-Leu-Ala-Cys(p-OMeBz)-Trp-Ala-Arg-NH2) and MMP-2 
(MCA-Pro-Leu-Ala-Nva-Dpa-Ala-Arg-NH2) were from Calbiochem (Darmstadt, Germany). 
SYTO-13 and propidium iodide (PI) were from Molecular Probes/Invitrogen (Cergy 
Pontoise. France). Sphingomyelin and GW4869 were from Sigma, Batimastat and Ro 28-
2653 were from Roche Diagnostics (Dr Krell, Penzberg, Germany).  
 
Cell Culture.  
Human aortic SMCs (CRL-1999, haSMC) and murine aortic SMC (CRL-2797) were 
obtained from ATCC (Manassas, USA). Under standard conditions, cells were seeded at 
30,000 cells/well in 12 multiwell plates and grown in DMEM containing glutamax® and 
supplemented with 10% fetal calf serum (FCS-Invitrogen, France), penicillin (100 units/ml), 
and streptomycin (100 μg/ml), at 37°C in a humidified 5% CO2 atmosphere, for 24 h. Cells 
were synchronized by 24 h starvation in serum-free DMEM, before stimulation by anti-HLA 
antibody (W6/32 mAb) (1 µg/ml), anti-mouse MHC antibody (monoclonal anti-H2-Db) (1 
µg/ml) or irrelevant antibody (monoclonal IgG2a, same isotype as W6/32) (1 µg/ml). 
Human mesenteric SMC primocultures (phmSMC) were prepared from mesenteric artery 
using the following explant technique. Human mesenteric arteries were recovered from the 
organ donor, dissected and kept in preservation solution (Celsior solution) under the 
previously described conditions 1, 2. Arteries were opened and endothelial cells were removed 
by 0.2% collagenase treatment in phosphate buffered saline (5 min. at 37°C). Arteries were 
cut into 1 mm2 squares, placed luminal surface down in 60 mm culture dishes containing 1 
ml DMEM + 10 % FCS culture medium, and incubated to yield SMC culture, according to 3 . 
Confluent phmSMC monolayers were harvested from explants by 0.1% trypsin/EDTA 
treatment, and immediately used for experiments up to 5-6 passages, to preserve their 
phenotype. The SMC phenotype was characterized in CRL-1999 and in phmSMC 
primocultures, using a monoclonal mouse antibody against  human smooth muscle α-actin 
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(Sigma) diluted 1:100, and a goat AlexaFluor®-546 (red)-conjugated anti-mouse IgG 
antibody (1/1000) as described 3 (Supplemental Figure I). 
 
Evaluation of live and dead cells. 
Cells (200/well) were counted after double staining by two fluorescent DNA intercalating 
agents SYTO-13/PI (0.6 µmol/l  SYTO-13, permeant green-colored intercalating probe, and 
15 µmol/l  propidium iodide, PI, a non permeant red intercalating probe), using an inverted 
fluorescence microscope (Fluovert FU, Leitz) 4. Living, apoptotic and necrotic cells were 
characterized on the basis of their morphological features of the nucleus. Normal living cells 
exhibit green loose chromatin. Apoptotic nuclei display green/yellow condensed (pyknotic) 
chromatin and/or fragmented nuclei (the green color indicates that the plasma membrane or 
the membrane of apoptotic bodies is not permeabilized), while post-apoptotic necrotic cells 
exhibited the same morphological features (condensed fragmented nuclei), but were red-
colored due to the permeabilization of plasma membrane surrounding apoptotic bodies and 
PI penetration into the cell, indicating a necrotic process). Cells undergoing primary necrosis 
exhibit red/orange nuclei with loose chromatin.  
 
DNA synthesis and cell counting 
DNA synthesis was evaluated by [3H]thymidine incorporation, under previously described 
conditions 5, modified as follows: After 48h culture, cells were labeled for 4 h with 
[3H]thymidine (0.5 μCi/ml [3H]thymidine and 10 µmol/l of unlabeled thymidine). Then the 
cells were harvested and were washed three times with PBS. After addition of 5 % 
trichloroacetic acid and sodium pyrophosphate (10 mmol/l), the acid-precipitable material 
was dissolved for 2 h in 0.25 N NaOH and the acid-precipitable radioactivity was evaluated 
by liquid scintillation counting.  
Cell counting was done after 48h incubation with the indicated concentration of W6/32 mAb. 
The culture medium was discarded, SMCs were washed twice with PBS and harvested in 0.5 
ml trypsin 0.1%. The cell suspension was immediately diluted in 10 ml Isoton and counted 
using a Z1 Beckman Cell counter, as reported 6. 
 
siRNA targeting and cell transfection  
MMP2 (SMARTPool MMP2, cat number L-005959), and scrambled siRNA (PRKAA2) 
were purchased from Dharmacon (Lafayette, CO), siRNAs targeting human nSMase-2 
(sequence AAt-gctactggctggtggacc) were from Eurogentec (Belgium). SMC were transfected 
with 20 nmol/l siRNAs in DMEM mixed with 2,5 mol/l CaCl2 7. After transfection, cells 
were incubated for 48h in FCS-containing DMEM, and in serum-free DMEM for 12 h, 
before experiments. Mutant catalytically inactive MT1-MMP SMC (iMT1/SMC) were 
obtained by transfection with a pcDNA3.1 vector containing a resistance gene to zeocin and 
the cDNA of MT1-MMP with substitution E240A in the active site 8 (the mutant vector MT-
E240A was generously given by Pr. A. Strongin, La Jolla, US). 
 
Determination of MMP and nSMase-2 activities.  
MMP activity was determined in the media of cultured SMC, of human arterial segments and 
in the plasma from transplanted mice using the fluorogenic substrate for MMP-2 (MCA-Pro-
Leu-Ala-Nva-Dpa-Ala-Arg-NH2) 9. After 2 hours of incubation (37°C), the fluorescence was 
read (excitation and emission wavelengths 325 nm and 393 nm, respectively). MT1-MMP 
activity was determined on cultured SMC using the fluorogenic substrate for MT1-MMP 
(dansyl-Pro-Leu-Ala-Cys(p-OMeBz)-Trp-Ala-Arg-NH2) (excitation and emission 
wavelengths, 280 nm and 340 nm, respectively) 10.  
The activity of nSMase-2 was determined in SMC extracts. The assay mixture contained 
[choline-methyl-14C]sphingomyelin (120 000 dpm/assay) and unlabelled sphingomyelin 20 
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mmol/l, in 20 mM HEPES buffer pH 7.4, containing 0.1% Triton X-100, 1 mM MgCl2 and 
50 µg protein from cell homogenate in a final volume of 100 µL. After 2 h incubation at 
37°C, the liberated [methyl-14C] choline was quantified by liquid scintillation counting 5 . 
 
Western blot experiments 
Western blots were performed under the previously used conditions 1,4 . Briefly, human artery 
rings were homogenized using a Precellys® system (Bertin Technology, MI) in solubilizing 
buffer (50 mmol/l Tris pH 7.4, 250 mmol/l NaCl, 5 mmol/l EDTA, 1 mmol/l sodium 
vanadate, 10 mmol/l sodium pyrophosphate, 160 mmol/l sodium fluoride, 2.5 mmol/l 
phenylmethylsulfonyl fluoride, 10 µmol/l leupeptin, 2 µmol/l pepstatin A, 10 mg/l aprotinin, 
1% triton X-100) at 4°C. After centrifugation (15.000g, 10 min), supernatants were used for 
western-blot experiments 1,4. Protein concentration was determined using the Bradford 
reagent (Biorad). 
 
Immunofluorescence  
Cells grown on glass cover slides, were washed with PBS and fixed in cold methanol for 10 
min, then incubated with the respective primary and AlexaFluor®-conjugated secondary 
antibodies, and visualized using a widefield epifluorescence Diaplan Leitz, or  a Zeiss LSM 
510 fluorescence confocal microscope. 
 
Animals 
C.B-17 SCID/beige mice were from the Bomholtgaard Breeding and Research center (Ry, 
Denmark). Twelve week old males were used for the transplant experiments, and were kept 
in micro-isolator cages with sterilized water and mouse chow ad libitum. Plasmatic 
immunoglobulin level was measured by ELISA as reported 1,2. Mice with a residual 
immunoglobulin level lower than 0.5 µg/ml were used for the experiments. All experimental 
protocols were approved by the INSERM Institutional Committee for animal experiments. 
 
Mesenteric artery harvesting.  
All procedures concerning the use of human tissues were approved by the French “Agence de 
Biomédecine” and the Ethics Committee of the University Hospital of Toulouse (France). 
According to the French laws on Bioethics, the registry for refusal of organ donation was 
consulted and informed consent was obtained from relatives for the use of human tissue for 
medical research. After organ removal, a piece of mesentery was recovered from the donor, 
under the previously described conditions 1,2. One cm-long segments of terminal collaterals 
of the superior mesenteric artery of a suitable diameter (0.8-1 mm) were dissected and kept in 
preservation solution (Celsior solution) at 4°C until use (up to 24h).  
 
Ex vivo experiments on human mesenteric arterial rings 
For ex vivo experiments, human mesenteric arterial rings were prepared from dissected 
mesenteric arteries and immediately incubated in serum-free DMEM. The rings were  
stimulated for 24 h with W6/32 or irrelevant mAbs (1 µg/ml), with or without Ro28-2653, as 
indicated. 
 
Transplantation operative methods. 
Mesenteric artery transplantation was performed as previously reported 1,2. Briefly, after 
intraperitoneal injection of Ketamin/Xylazin/Atropin solution, completed with gaseous 
anesthesia (Isofluran) a mid-line laparotomy approach was used. The abdominal aorta was 
clamped between, proximally, the renal arteries, and distally, the iliac bifurcation. A human 
mesenteric arterial segment (between 0.8-1 cm-long and similar in diameter to the mouse 
aorta, i.e. approximately 0.8 mm of internal diameter) was then inserted. After restoring 
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vascular blood flow, hemostasis was verified and the peritoneal cavity flooded with warm, 
sterile solution. After wound closure, animals were kept under a heating lamp until complete 
recovery. Back leg activity and mobility were a reliable indicator for early graft success. In 
cases of paralysis, the mice were excluded from the protocol.   
 
Cell stimulation by W6/32 and irrelevant mAb.  
Cells were stimulated with 1 µg/ml of W6/32 anti-HLA mAb 1. The same concentration was 
used for ex vivo stimulation of mesenteric artery sections. For in vivo stimulation, the mice 
received weekly intravenous injection of anti-HLA mAb (1 µg/10 g body weight), or 
irrelevant mAb of same isotype (same mAb concentration) for 5 weeks (beginning one week 
after transplantation). 
 
Immunohistochemistry and histomorphometric studies. 
Histological analysis was performed on human arterial rings used for ex vivo experiments 
and on human arterial segments grafted into SCID/beige mice and recovered at the end of the 
experiments (6 weeks after transplantation). After fixation in formaldehyde (4% in PBS), 
arterial segments were paraffin embedded for histological analysis. Sections were stained by 
hematoxylin/eosin or labeled with the indicated primary antibodies and revealed by a 
peroxidase-conjugated secondary antibody (immunoperoxidase kit, StrepABComplex/HRP 
Duet, Dako). Controls were done by omitting the primary antibody to determine nonspecific 
binding. Nuclei were counterstained with hematoxylin.  
Morphometric analysis of human arterial segments was performed on sequential sections (40 
sections, at around 200 µm intervals). Arterial sections were stained as indicated and 
analyzed morphometrically. Intima hyperplasia of the grafted arterial segment was quantified 
by the neointimal index, calculated according to the method of Armstrong et al.11, that 
indicates the degree of stenosis in a blood vessel due to intimal thickening. The area of 
intima (between endothelial layer and internal elastic lamina) and lumen were circumscribed 
manually and evaluated using the CyberView v3 program (Cervus International, France), as 
previously used 1. The average neointimal index of the grafted arterial segment was presented 
as a reconstructed virtual longitudinal section using a previously described home-made 
program 1,2.  
  
Statistical analyses.  
Data are presented as mean ± SD. Estimates of statistical significance were performed by t-
test  or analysis of variance followed by multiple comparison procedure (using the SigmaStat 
3.5, Systat software). Tests for normality and equal variance were performed by the 
Kolmogorov-Smirnov test and by the Levene median test, respectively. When the 
populations were normally distributed and exhibited equal variances, differences between 
means values were evaluated by unpaired t test, to compare two groups, or by one-way 
ANOVA (experiments were designed to study the effect of one factor) to compare several 
experimental groups with different treatments. When a difference in the groups was detected 
by one-way ANOVA, multiple comparisons (generally versus a control group) were 
performed by the Holm-Sidak test, as indicated in the legend to the Figures. Values of p < 
0.05 were considered significant. 
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Supplemental Results 
 
Human smooth muscle cells  
Human mesenteric SMC (phmSMC) primocultures and human aortic SMC CRL-1999 cell 
line (haSMC) express smooth muscle α-actin (supplemental Fig.I) and HLA class I antigens 
recognized by W6/32 mAb (supplemental Fig.II).  
 
HLA class I antigens recognized by W6/32 mAb are expressed in mesenteric artery. 
HLA class I antigens recognized by W6/32 mAb are expressed in human mesenteric arteries 
used for transplantation in SCID/beige mice (supplemental Fig.III). Both the endothelial cell 
lining and the media were labeled by W6/32 (revealed by the secondary AlexaFluor®-488 
green antibody) (supplemental Fig.IIIA). It may be noted that, as expected, endothelial cells 
were more brightly stained than the media. The auto-fluorescence (independent of W6/32 
staining) of internal elastic lamina and other structures appeared yellow-colored in wide field 
fluorescence microscopy (supplemental Fig.III).  
 
Dose-response experiments of W6/32 mAb in human SMC 
The optimal mitogenic concentration of W6/32 mAb on phmSMC (primocultures) and 
haSMC (CRL-1999), was determined by dose-response experiments. As shown on 
supplemental Fig.IV-A,B, W6/32 mAb was mitogenic at 0.1 µg/ml and induced a near 
maximal DNA synthesis and cell proliferation at 1 and 10 µg/ml on both cell types.  The 
standard concentration of W6/32 mAb (1 µg/ml) was used throughout the manuscript. At this 
concentration (1 µg/ml), W6/32 mAb induced neither apoptosis nor necrosis, as shown by 
double fluorescent labeling by SYTO13/PI intercalating probes (supplemental Fig.IV-C).  
 
Dose-response experiments and toxicity of pharmacological inhibitors 
To evaluate the efficiency of pharmacological inhibitors of MMPs (Batimastat and Ro28-
2653) and of nSMase-2 (GW4869) in blocking DNA synthesis elicited by W6/32 (1 µg/ml), 
we performed dose-response experiments (supplemental Fig.V). This permitted to select the 
effective concentration of MMP inhibitors utilized under standard conditions, i.e. 10 nmol/l 
for Ro28-2653, 100 nmol/l for Batimastat, and 5 µmol/l for GW4869 (red symbols in 
supplemental Fig.V and VIA). It is to note that Batimastat and Ro28-2653 are not toxic up to 
1 µmol/l, and GW4869 up to 20 µmol/l (supplemental Fig.VIA) and that the standard 
concentration of the inhibitors (red symbols) efficient to inhibit DNA synthesis elicited by 
W6/32 mAb were not toxic (nor apoptotic) for haSMC, as evidenced by MTT (data not 
shown) and SYTO13/PI assays (supplemental Fig.VIB,C). 
 
W6/32 anti-HLA mAb triggers MMP2 expression and induces a MMP-mediated PCNA 
expression in human arterial rings ex vivo. Inhibition by Ro28-2653.   
In human mesenteric arterial rings incubated for 24 h ex vivo in the presence of W6/32 anti-
HLA mAb (1 µg/ml), we observed an increased expression of MMP2 (supplemental Fig.VII) 
associated with an increased PCNA expression (supplemental Fig.VIII). In contrast, the 
irrelevant mAb had no effect (data not shown). PCNA expression was blocked by the MMP 
inhibitor Ro28-2653 (supplemental Fig.VIII).  
This suggests that W6/32 anti-HLA mAb triggers a MMP2-mediated mitogenic signaling of 
SMC of human arterial rings, like in cell culture, and that this effect is inhibited by the MMP 
inhibitor Ro28-2653.  
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Supplemental Figure I. Expression of -actin in human SMCs. 
The expression of a-actin in human SMC primoculture from mesenteric arteries (phmSMC), 
and in CRL-1999 (haSMC) was detected by immunofluorescence using a primary mouse 
antibody towards human smooth muscle -actin (1/100) and a goat anti-mouse IgG 
AlexaFluor®-546-conjugated secondary antibody (Sigma, France) (1/1000), revealed by 
wide-field and confocal fluorescence microscopy, in upper and lower panels, respectively. 
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Supplemental Figure II. HLA-class I antigens expression on cultured human SMC.  
Immunofluorescence detection of HLA class I antigen reacting with the W6/32 mAb on 
phmSMC primoculture (left panels) and haSMC CRL-1999 (right panels). SMC were 
fixed and incubated with either the W6/32 mAb or with an irrelevant (clone B/Z2, 
IgG2a isotype) mAb (1/50, 60 minutes) and with a goat anti-mouse IgG AlexaFluor®- 
488 conjugated secondary antibody (1/500) and imaged by wide-field epifluorescence 
and confocal fluorescence microscopy. 
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60 min) and AlexaFluor-488 conjugated secondary antibody (1/500). The 
expression of the HLA-class I antigens on endothelial cell lining is indicated by 
the white arrowheads, and on cells of the media by arrows. These pictures are 
representative of 4 separate experiments. 
Supplemental Figure III.
Expression of HLA-class I 
antigens in human mesent- 
eric artery sections.  
Immunofluorescence of HLA 
class I antigen reacting with 
the W6/32 mAb in human 
mesenteric artery sections. 
Arterial rings were fixed, 
embedded in Tissue-Tek, 
snap-frozen in liquid N2, and 
incubated with either W6/32 
mAb or irrelevant mAb (1/50 
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Supplemental Figure IV. Mitogenic effect (dose-response) of W6/32 mAb on DNA 
synthesis in human SMC. 
A,B - The dose-response of W6/32 mAb on DNA synthesis was evaluated in phmSMC 
primocultures and in haSMC CRL-1999 by determining the [3H]thymidine incorporation 
(acid-precipitable) and by cell counting, as described in “Expanded Methods” section. 
[3H]thymidine incorporation ranged between 5890 and 7860 dpm/well in control untreated 
phmSMC, and between 11470 and 16 450 dpm/well in untreated haSMC CRL-1999 (in the 
set of experiments reported here). In A and B, the data are mean ±
 
SD of 3 to 5 separate 
experiments. Each assay with inhibitor was compared to the negative (untreated) control by 
the t-test.  * p < 0.05. 
C - Viability of CRL-1999 haSMC grown under standard culture conditions in the presence 
or absence (none) of W6/32 mAb (1 µg/ml). Fluorescence microscopy of cells treated under 
standard conditions and stained with SYTO13/PI under conditions of the Live/Dead assay. 
W6/32 mAb induced no toxic effect under the used standard conditions (1 µg/ml).   
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Supplemental Figure V. Inhibitory effect of MMP and nSMase inhibitors on 
SMC proliferation induced by W6/32 mAb. 
Dose-effect of Batimastat (squares), Ro28-2653 (triangles) and GW4869 (circles) 
on the mitogenic response induced by W6/32 mAb (1 µg/ml) in CRL-1999 
(haSMC). DNA synthesis was evaluated by [3H]thymidine incorporation, as 
described. The standard concentration of MMPs inhibitors (100 nmol/l for 
Batimastat and 10 nmol/L for Ro28-2653) and nSMase inhibitor (5 µmol/l for 
GW4869) selected for the experiments is indicated by red symbols. The data are 
mean ±
 
SD of 3 to 5 separate experiments. Each concentration was compared to 
the untreated (negative) control (i.e. 100 %) by one-way ANOVA and multiple 
comparison vs a control group (Holm-Sidak method).  * p < 0.05. 
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Supplemental Figure VI
Supplemental Figure VI. Toxicity of MMP and nSMase inhibitors on haSMC. 
A - Toxic effect (colored symbols; right scale) of increasing concentrations of MMP inhibitors 
(Batimastat, green squares, and Ro28-2653, blue triangles) and nSMase inhibitor GW4869 (purple 
circles) on haSMC CRL-1999 grown under mitogenic conditions (i.e. in the presence of 1 µg/ml of 
W6/32 mAb). In order to compare the two effects of inhibitors, i.e. the inhibition of DNA 
biosynthesis (suppl. Fig.V - empty symbols, left scale) and the toxic effect (colored symbols, right 
scale), the data were reported on the same Figure. The concentrations of inhibitors used in the 
experiments (empty red symbols) were selected relatively far from the toxic concentration. 
B,C - Lack of toxicity of inhibitors used under standard experimental conditions in the presence or 
absence of W6/32 anti-HLA mAb. The toxicity was evaluated by the Live/Dead SYTO13/PI assay. 
In A,B, the data are expressed as mean ±
 
SD of 3 to 5 separate experiments. The toxic effect of 
each concentration (colored symbols) was compared to the untreated (negative) control by one- 
way ANOVA and multiple comparison vs a control group (Holm-Sidak method).  * p < 0.05. 
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Supplemental Figure VII. Increased MMP2 expression elicited by W6/32 in 
human mesenteric arterial rings ex vivo.
A - MMP2 expression was analyzed in arterial sections incubated ex vivo for 24 h, 
under the conditions described in the Methods section, without antibody (PBS vehicle 
only) or with W6/32 mAb (1 µg/ml) and labeled with a goat anti-MMP2 primary 
antibody and with a anti-goat IgG secondary antibody conjugated to streptavidin-HRP. 
Counterstaining by hematoxylin. Arrows show some MMP2-positive cells. 
B - Count of MMP2-positive cells (percentage of MMP2-positive cells/total cells), 
expressed as mean ± SD of 3 separate experiments. Comparison by t test. * p < 0.05. 
B
A
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Supplemental Figure VIII
Supplemental Figure VIII. PCNA expression (mitogenic signaling) induced by W6/32 
mAb in human mesenteric arterial rings ex vivo. Inhibition by Ro28-2653. 
A,B - PCNA expression in arterial rings treated ex vivo for 24h with the W6/32 mAb (1 
µg/ml) and with or without Ro28-2653 (10 nmol/l), under the ex vivo conditions described 
in the Methods section. In A, after 24h treatment, arterial rings werefixed and sections were 
labeled with a mouse anti-PCNA primary antibody and with a goat anti-mouse IgG 
secondary antibody conjugated to streptavidin-HRP. Counterstaining by hematoxylin. 
Arrows show some PCNA-positive nuclei. In B, count of PCNA-positive cells (percentage 
of PCNA-positive nuclei/total cell nuclei), expressed as mean ±
 
SD of 3 separate 
experiments. One-way ANOVA, and comparison to the positive (HLA-treated) control by 
Holm-Sidak method.   * p < 0.05 
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3) Discussion 
 
Les traitements immunosuppresseurs ne sont actuellement pas efficaces pour prévenir la VT. 
Les anticorps anti-HLA participent au développement de la VT mais les mécanismes d’action 
restent encore peu connus (Wehner et al., 2007). Notre étude montre que les anticorps anti-
HLA induisent la prolifération des CML via l’activation séquentielle de MT1-MMP, MMP-2 
et nSMase2. L’utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques des MMP et de nSMase permet de 
diminuer la VT induite par les anticorps anti-HLA. 
Ces résultats sont en accord avec d’autres études mettant en évidence l’implication des MMP, 
dont MMP-2 en particulier, dans le développement de la VT (Hariya et al., 2004) (Tsukioka et 
al., 2002). Par contre, l’implication de l’activité nSMase dans le développement de la VT est 
une nouveauté. Les deux inhibiteurs pharmacologiques que nous avons utilisé in vivo, que 
sont le Ro28-2653 et de GW4869 ont une spécificité relative. Le Ro28-2653 est un inhibiteur 
de MMP-2, MMP-9 et MT1-MMP. Il est considéré comme un inhibiteur à spectre restreint 
car la plupart des inhibiteurs de MMP ont un spectre plutôt large et inhibent un nombre 
important de MMP (Grams et al., 2001). Les inhibiteurs pharmacologiques des MMP ont 
donné de très bons résultats dans des modèles pré-cliniques de cancers et de pathologies 
vasculaires (Lein et al., 2002) (Raffetto and Khalil, 2008). Par contre, les résultats des tests 
cliniques se sont avérés très décevants, les inhibiteurs des MMP n’ayant pas ou peu d’effet 
sur l’évolution de la maladie, notamment dans le cadre de la resténose. Parfois, les études 
cliniques ont été arrêtées prématurément à cause de moins bons résultats en comparaison au 
contrôle. De plus, les inhibiteurs des MMP ont des effets secondaires comme des douleurs 
musculo-squelettiques (Drag and Salvesen, 2010). Cet échec peut en partie s’expliquer par le 
manque de spécificité des inhibiteurs et l’enjeu actuel est de mettre au point de nouvelles 
molécules (Benjamin and Khalil, 2012). Le GW4869 est un inhibiteur de l’activité nSMase. 
Etant donné que la nSMase2 est la mieux caractérisée in vitro et in vivo des nSMase, il est 
souvent assimilé à un inhibiteur de nSMase2. Le GW4869 a été très utilisé in vitro mais très 
peu in vivo : seules quelques études sur la vasomotricité et la mémoire sont répertoriées 
(Cogolludo et al., 2009) (Tabatadze et al., 2010). D’autres études sont nécessaires pour mieux 
évaluer la spécificité et la toxicité potentielle des inhibiteurs pharmacologiques des MMP et 
de nSMase. Mais, nos résultats ouvrent de nouvelles perspectives dans les stratégies 
d’association des immunosuppresseurs conventionnels avec de nouveaux inhibiteurs. La 
découverte de nouvelles cibles thérapeutiques dans le traitement de la VT devrait permettre 
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d’améliorer les thérapies immunosuppressives afin d’augmenter la survie des patients 
transplantés sur le long terme. 
Le modèle animal de VT induite par les anticorps anti-HLA de classe I mis au point par 
l’équipe a été relativement bien caractérisé (Galvani et al., 2009). Les anticorps anti-HLA 
induisent la VT ainsi que la prolifération des CML spécifiquement au niveau de l’artère 
humaine greffée en position infra-rénale à des souris SCID/beige. Il a été démontré que, dans 
ce modèle, le mécanisme d’action des anticorps est indépendant du complément corroborant 
les résultats obtenus par d’autres équipes (Hirohashi et al., 2010). Nous n’avons pas mis en 
évidence la présence du marqueur C4d dans les artères mais nous ne pouvons pas exclure la 
possibilité d’un dépôt transitoire (Uehara et al., 2007). De plus, nous n’avons pas observé la 
présence de lymphocytes, de macrophages ou de cellules NK mais il peut être envisagé que 
certains de ces types cellulaires participent au développement de la VT (Kitchens et al., 2007) 
(Uehara et al., 2005). Les effets des anticorps anti-HLA que nous avons observé in vitro et in 
vivo sont dépendants de leur fragment Fab et non pas Fc puisque les anticorps irrelevants 
n’ont pas d’effet significatif sur la prolifération des CML et le déclenchement de la VT. 
Cependant, dans des modèles sensiblement différents, l’implication du fragment Fc des 
anticorps dans le développement de la VT a été mise en évidence (Hirohashi et al., 2012) 
(Goto et al., 2013). Par ailleurs, nous faisons l’hypothèse que les CML formant l’hyperplasie 
intimale proviennent de la média du greffon. Mais, nous n’avons pas déterminé l’origine de 
ces cellules. Cette question est toujours controversée car, dans de nombreux modèles 
animaux, les cellules de l’hyperplasie sont très majoritairement issues du receveur alors que 
les résultats des études cliniques tendent à montrer qu’une minorité de cellules de 
l’hyperplasie provient du receveur (Hillebrands et al., 2003). La proportion de cellules issues 
du receveur semble dépendre de l’espèce, de l’organe greffé et surtout de la présence d’une 
immunosuppression ou non. La théorie actuelle est que, si il n’y a pas d’immunosuppression, 
les CML de la média sont détruites et ne peuvent donc pas participer au développement de 
l’hyperplasie intimale, nécessitant donc le recrutement des cellules issues du receveur. Au 
contraire, en cas d’immunosuppression, les CML de la media ne sont pas détruites et sont 
donc présentes et disponibles pour participer au développement de la VT. Ainsi, il est peu ou 
pas nécessaire de recruter des cellules issues du receveur. Il reste encore à découvrir les 
mécanismes par lesquels les cellules, qu’elles proviennent du donneur ou du receveur, sont 
mobilisées. 
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Nous avons montré l’implication de la voie de signalisation MMP/nSMase2 dans le 
développement de la VT induite par les anticorps anti-HLA. Nous ne savons pas quels sont 
les liens qui peuvent exister entre cette voie de signalisation et celles mises en évidence par 
d’autres équipes dans les CML. La voie FAK pourrait intervenir. En effet, la protéine FAK 
est impliquée dans les effets prolifératif et migratoire des anticorps anti-HLA sur les CML (Li 
et al., 2011). FAK est connue pour réguler l’activation des MMP (Chen et al., 2013). Les 
MMP sont également capables de moduler l’activité de FAK pour induire la migration 
cellulaire (Takino et al., 2006). Nous ne savons pas comment ces anticorps vont induire 
l’activation des MMP même si d’autres études du laboratoire suggèrent une implication 
d’autres MMP et du stress oxydant (Tellier et al., 2007) (Coatrieux et al., 2007). De plus, le 
mécanisme d’activation de nSMase2 par MMP-2 reste à découvrir. Il est peu probable qu’il 
soit direct étant donné la localisation extracellulaire de MMP-2 et la localisation 
intracellulaire de nSMase2 au niveau du feuillet interne de la membrane plasmique. Des 
protéines telles que p38 et PKC sont impliquées dans l’activation de nSMase2 sous l’effet du 
TNF-α (Clarke et al., 2007) (Clarke et al., 2008). L’activation de nSMase2 est souvent 
associée à l’apoptose mais également à la prolifération cellulaire lorsqu’elle est suivie de 
l’activation de SK1 (Cinq-Frais et al., 2013). Ce couplage permet la synthèse de S1P, 
sphingolipide bioactif impliqué dans la régulation de la prolifération et de la migration des 
CML. Le deuxième article s’intéresse à l’effet des anticorps sur l’activité SK1 dans les CML. 
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II- ROLE DE LA SPHINGOSINE-1-PHOSPHATE DANS LA 
VASCULOPATHIE DE TRANSPLANTATION INDUITE PAR LES 
ANTICORPS ANTI-HLA 
 
1) Introduction 
 
Nous avons montré que les anticorps anti-HLA activent une voie de signalisation faisant 
intervenir des métalloprotéases MT1-MMP et MMP-2 et une enzyme du métabolisme des 
sphingolipides la nSMase2. Cette voie de signalisation est impliquée dans l’effet prolifératif 
des anticorps anti-HLA sur les CML in vitro et in vivo. L’inhibition pharmacologique des 
MMP et de l’activité nSMase permet de diminuer la VT induite par les anticorps anti-HLA in 
vivo (Galvani et al., 2011). La voie MMP/nSMase2 peut être considérée comme une voie de 
signalisation de stress activée par plusieurs agents tels que les LDL oxydées, le TNF-α et 
H2O2 conduisant à la prolifération des CML (Auge et al., 2004) (Tellier et al., 2007) 
(Coatrieux et al., 2007). Nous avons focalisé notre étude sur la signalisation activée en aval de 
la nSMase2. Cette enzyme convertit la SM en Cer, sphingolipide bien connu pour ses 
propriétés pro-apoptotique et anti-proliférative (Mullen and Obeid, 2012), mais dont le 
métabolisme génère de la Sph qui peut être phosphorylée en S1P. A l’opposé du Cer, la S1P 
est associée à la prolifération et à la survie (Orr Gandy and Obeid, 2013). Les taux relatifs de 
Cer et de S1P sont considérés comme un rhéostat régulant le devenir de la cellule (Cuvillier et 
al., 1996). 
Nous avons étudié l’implication de la S1P et l’enzyme qui catalyse sa formation, la 
sphingosine kinase 1 (SK1) (Hait et al., 2006). L’hypothèse est que, suite à l’activation de la 
nSMase2, la SK1 pourrait être activée par les anticorps anti-HLA dans les CML. Cette 
activation permettrait d’augmenter le taux de S1P, faisant basculer ainsi le devenir cellulaire 
vers la prolifération. Par ailleurs, S1P régule aussi la migration des CML, notamment via une 
action extracellulaire sur ses récepteurs (S1PR) (Schuchardt et al., 2011). Nous avons testé 
l’effet des anticorps anti-HLA sur l’activité de SK1. Nous avons utilisé des inhibiteurs de 
SK1, de S1P et des S1PR afin de voir leurs effets sur la migration et la prolifération des 
induites des anticorps anti-HLA in vitro et in vivo. De plus, nous avons utilisé certains de ces 
inhibiteurs in vivo pour voir leur effet sur le développement de la VT induite par les anticorps 
anti-HLA. 
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2) Article en révision 
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ABSTRACT 
 
Objective 
Transplant vasculopathy (TV) or chronic vascular rejection, represents the main cause of late 
graft failure and limits the long-term success of organ transplantation. Both cellular and humoral 
immune responses are thought to be implicated in the pathogenesis of TV. We recently 
reported that the mitogenic signaling evoked by W6/32 anti-HLA monoclonal antibody (mAb), in 
human smooth muscle cells (SMC), implicates the neutral sphingomyelinase-2, suggesting a 
role for sphingolipids in TV development. In this work, we hypothesize that sphingosine 1-
phosphate (S1P), a potent mitogenic sphingolipid mediator, plays a key-role in SMC migration 
and proliferation and in TV development elicited by W6/32 and the humoral immune response. 
 
Approach and Results 
Studies were carried out on cultured human SMC, and on an animal model f xenograft, 
consisting in immunodeficient SCID/beige mice grafted with human mesenteric arteries, injected 
weekly with W6/32 mAb. In vitro, SMC migration and DNA synthesis elicited by W6/32 mAb 
were inhibited by the sphingosine kinase-1 (SK1) inhibitor dimethylsphingosine, by the anti-S1P 
antibody (Sphingomab), and by the S1PR1 receptor agonist KRP203. W6/32 mAb stimulated 
SK1 activation, while the silencing of SK1, S1PR1 and S1PR3 by siRNAs inhibited SMC 
migration. In vivo, Sphingomab and KRP203 significantly reduced the intimal thickening induced 
by W6/32 mAb treatment.  
 
Conclusions 
These data emphasize the role of S1P in the development of neointimal hyperplasia elicited by 
the humoral immune response, and open new perspectives for preventing TV with S1P 
inhibitors such as Sphingomab. 
 
 
 
ABBREVIATIONS 
 
TV, transplant vasculopathy; HLA, human leukocyte antigen; nSMase2, neutral 
sphingomyelinase 2; SK1, sphingosine kinase 1; S1P, sphingosine-1-phosphate; S1PR1, 
sphingosine-1-phosphate receptor 1; S1PR3, sphingosine-1-phosphate receptor 3; mAb, 
monoclonal antibody; SCID, severe combined immunodeficiency; PCNA, proliferating cell 
nuclear antigen 
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INTRODUCTION 
 
Organ transplantation is the only available treatment for end-stage failure of organs such as the 
liver, lung and heart, and is considered as the most effective treatment for end-stage renal 
failure. Considerable progress has been made in organ transplantation over the past three 
decades resulting from advances in organ preservation, surgical techniques, and treatment with 
immunosuppressive drugs 1,2. However, transplant vasculopathy (TV), or chronic vascular 
rejection, transplant arteriosclerosis or allograft vasculopathy represents the main cause of late 
graft failure and limits in particular the long-term success of heart transplantation 1,5. Moreover, 
classical immunosuppressive drugs, which are effective in preventing acute rejection, show only 
limited effect on the development of TV 4,5.  
 
TV is characterized by a diffuse, concentric and progressive intimal hyperplasia of medium-
sized and smaller graft arteries, resulting in arterial stenosis and chronic ischemia, leading 
finally to the disability and the loss of the grafted organ. Intimal hyperplasia consists of smooth 
muscle cells (SMC) associated with lymphocytes and lipid-laden macrophages, and 
extracellular matrix (ECM) deposition. The media may apparently remain unaffected for a long 
time, but fibrosis of the media and adventitia generally progresses, when the intimal disease 
spreads 1,3-5.The pathogenesis of TV is only partly understood, and involves both immune and 
non-immune mechanisms 3-5. Non-immune injury occurring before or after grafting, and due to 
brain death, organ preservation, surgical trauma, ischemia-reperfusion, hypertension, 
inflammation, infection, hyperlipidemia, and diabetes may release graft antigens and enhance 
the alloimmune response. Both cellular and humoral immune responses are thought to be 
implicated in the pathogenesis of TV 3,6-9. A number of clinical studies indicate that donor-
specific antibodies towards HLA may play a role in long-term allograft rejection 8,9. 
Consequently, guidelines have been elaborated for the monitoring and clinical management 
issues associated with antibodies in transplantatio  10. Experimental studies show that anti-HLA 
class I antibodies elicit the production of inflammatory cytokines and growth factors 10-12,  the 
activation of signaling pathways involved in migration and proliferation of vascular cells, and the 
expression of antiapoptotic members of the Bcl-2 family, important elements for development of 
intimal hyperplasia 11-14. 
 
We have established an animal model of TV, consisting in human mesenteric arterial segments 
grafted in place of the abdominal aorta of severe combined immunodeficiency (SCID)/beige 
mice. Passive transfer of anti-HLA monoclonal antibody (W6/32 mAb) toward HLA class I is 
able to induce an intimal hyperplasia, similar to that occurring in TV, while control SCID/beige 
mice, either untreated or treated with an isotype-matched mAb, developed no or only minor 
intimal thickening 15-17.In this model system, intimal hyperplasia induced by W6/32 mAb may 
result from the migration and proliferation of SMC and myofibroblasts, and from the excess of 
ECM production. Various signaling pathways, such as c-Src and FAK kinases, mTOR, the 
PI3K/Akt and ERK1/2 pathways mediate the mitogenic effect of anti-HLA mAb, and we recently 
reported a role for a stress responsive Metalloproteinases/sphingomyelin/ceramide 
(MMP/SM/Cer) signaling pathway 17. The  activation of MT1-MMP and MMP2 is upstream from, 
and is required for the activation of the neutral sphingomyelinase-2 (nSMase2) 17  . 
The SM/Cer signaling pathway is thought to play a key-role in stress-induced cellular 
responses, including cell survival, proliferation, differentiation, autophagy, apoptosis or 
inflammation 18,19. The first step of the SM/Cer metabolic pathway involves the activation of a 
sphingomyelinase that hydrolyzes SM and generates Cer, which can be degraded by 
ceramidase into sphingosine that may be phosphorylated into sphingosine 1-phosphate (S1P) 
by sphingosine kinases (SK) 19. S1P is involved in cell survival, migration, proliferation, and the 
ratio Cer/S1P is considered as a “rheostat” regulating the cell fate, a high Cer/S1P ratio being 
proapoptotic whereas a low Cer/S1P ratio promotes cell survival and proliferation 18.  
 
In vascular SMC and fibroblasts, W6/32 mAb, as well as oxLDL and TNFα, trigger a mitogenic 
response mediated through the activation of nSMase2 17,20-22. Since nSMase2 inhibitors block 
both W6/32 mAb-induced SMC proliferation and intimal hyperplasia of human arteries grafted 
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into SCID/beige mice 17, and since cell proliferation triggered by stress-inducing agents and 
growth factors is often mediated by S1P 20-22, we hypothesize that the effects of W6/32 mAb 
could be mediated by S1P generated through the SM/Cer pathway, and that inhibitors blocking 
S1P production or antagonizing the biological effect of S1P, may prevent alloantibody-induced 
SMC proliferation and TV. Accordingly, we tested this hypothesis in vitro in human cultured 
SMC and in vivo on human arteries grafted into SCID/beige mice. 
 
MATERIALS AND METHODS 
 
Materials and methods are available in the online-only Supplement 
 
RESULTS 
 
A key role for S1P and S1PR in SMC proliferation and migration induced by anti-HLA 
mAb. 
 
Incubation of hmSMC with W6/32 mAb (1µg/mL) induced DNA synthesis, as shown by 
[3H]thymidine and BrdU incorporation (Fig.1A-C). In contrast, the non-specific control IgG2a 
mAb, used at the same concentration, was inactive (Fig.1A-C).  
In hmSMC and haSMC, SK was activated by W6/32 mAb, whereas IgG2a mAb was inactive 
(Fig.1D and Fig.II). SK activation was inhibited by the SK inhibitor dimethylsphingosine (DMS) 
and by the neutral Smase inhibitor GW4869 (Fig.II), suggesting a link between nSMase2 and 
the activation of SK1. DNA synthesis induced by W6/32 mAb was blocked by DMS and by the 
anti-S1P mAb SphingomabTM (LT1002), which binds and neutralizes extracellular S1P 23,24. 
Moreover, the S1P receptor inhibitors, KRP203 (a S1PR1 receptor agonist) 25,  effectively 
inhibited the mitogenic effect of W6/32 mAb (Fig.1E and Fig.II).  
 
W6/32 mAb stimulated the migration of hmSMC, in th  wound healing assay (Fig.IIIA) and in a 
Boyden chamber assay (Fig.IIIB). The maximal migratory effect was obtained at the 
concentration of 1 µg/mL of W6/32 mAb (Fig.IIIB).  
The migration of hmSMC induced by W6/32 mAb required SK1 activity, as shown by the 
inhibition of hmSMC migration in cells silenced for SK1 by siRNA (Fig.2A-C and Fig.IV) and by 
the SK1 inhibitor DMS (Fig.2B,C). Moreover, the anti-S1P mAb strongly inhibited W6/32 mAb-
induced migration of hmSMC (Fig.2C,D), suggesting a role of extracellular S1P released by 
cells. In contrast, the isotype-matched control/non-specific mAb (IgG1, LT1017) was ineffective 
in preventing the migratory effect of W6/32 mAb (Fig.2C). 
 
As S1PR1 and S1PR3 are implicated in cell migration by S1P 18, this led us to investigate 
whether these S1P receptors play a role in W6/32 mAb-induced migration of hmSMC. Under 
conditions repressing S1PR1 and S1PR3 expression by siRNA directed towards these S1P 
receptors (Fig.3A and Fig.IV), cell migration by W6/32 mAb was severely impaired (Fig.3B,C), 
suggesting that S1PR1 and S1PR3 could mediate this cellular response. In the same way, 
W6/32 mAb-induced migration was blocked by the S1PR1 inhibitor KRP203 and by the S1PR1 
and S1PR3 antagonist VPC23019 26.(Fig.3B,C).  
Altogether, these data strongly suggest a role for S1P, S1PR1 and S1PR3, in the mitogenic and 
migratory effect of W6/32 mAb. 
 
Inhibitors of the SK pathway prevent W6/32 mAb-induced intimal thickening  
In order to evaluate in vivo the role of the SK1/S1P pathway in the W6/32 mAb-induced intimal 
thickening, we utilized our previously described experimental animal model 15-17. Human 
mesenteric arterial segments were grafted into SCID/beige mice, which were weekly injected 
with the W6/32 mAb, or with a non-specific control antibody, IgG2a mAb, for 5 weeks. At the 
end, the grafted human arterial segments were used for histological and biochemical studies. 
The grafted human arterial segments exhibited no major histological alteration in IgG2a-treated 
mice (Fig.VA). In contrast, in mice treated with W6/32 mAb for 5 weeks, the grafted segments 
developed a concentric and diffuse neointimal hyperplasia similar to that observed in TV, as 
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previously reported 17. Intimal hyperplasia contained a collagen-rich ECM, colored by Masson's 
trichrome stain (Fig.4A-C) and cells positive for smooth muscle α-actin (SMA) (Fig.4D-F). 
Histological studies revealed no major cytolytic lesions of the tunica media of the grafted 
mesenteric artery, treated or not with W6/32 mAb (Figs.4 and V), thereby confirming that W6/32 
mAb is not cytotoxic, and that the intimal thickening occur independently of media destruction.  
 
We then used immunohistochemical detection of the cell replication marker PCNA (proliferating 
cell nuclear antigen). In areas of intimal hyperplasia of grafted arterial segments. The number of 
PCNA-positive cells was dramatically higher in W6/32 mAb-treated than in IgG2a-treated mice 
(Fig.5), in agreement with the in vitro mitogenic effect of W6/32 mAb on hmSMC. This is 
consistent with the hypothesis that SMC migrate in the intima and proliferate, leading finally to 
the neointimal thickening. PCNA labeling was reduced by the anti-S1P mAb (Fig.5), in 
agreement with its inhibitory effect in vitro on migration and proliferation. In contrast, IgG1 mAb 
was unable to prevent W6/32 intimal hyperplasia. This supports the idea that the mitogenic 
effect triggered by W6/32 mAb is mediated by S1P.  
 
Finally, we investigated the efficacy of inhibitors of the SK1/S1P pathway to prevent the intimal 
thickening evoked by W6/32 mAb. Morphometric analysis of serial histological sections (around 
10 sections per cm of the grafted human arterial segment), indicated the absence of alteration 
in the wall of the grafted arterial segments from mice injected with the non-specific control 
IgG2a mAb. In contrast, W6/32 mAb treatment induced a major intimal thickening (Fig.6A,B), 
which was strongly inhibited by the anti-S1P mAb and by KRP203, thus suggesting a major role 
of extracellular S1P and S1P1 receptor.   
 
Altogether, these data suggest that the intimal hyperplasia of human arterial segments grafted 
into SCID/beige treated by W6/32 mAb is mediated by the SK1/S1P signaling pathway and by 
S1PR1/3 receptors. Conversely, our data show that the anti-S1P mAb and the S1PR1 receptor 
inhibitor, KRP203, are effective in inhibiting the progression of intimal hyperplasia. 
 
 
DISCUSSION 
 
The humoral immune response contributes to graft rejection and TV through alloantibodies 
directed against donor HLA, and perhaps also through autoantibodies directed against antigens 
shared between donor and recipient 5,27. The W6/32 mAb activates signaling pathways involved 
in cell migration and proliferation of vascular SMC 12-14,27, and elicits intimal hyperplasia in a 
model of TV consisting in human arterial segments grafted into SCID/beige mice 15-17. 
 
SMC migration and proliferation induced by W6/32 mAb requires S1P synthesis  
As sphingolipid mediators are known to regulate cell proliferation and survival induced by 
stress-inducing agents, and to take part in vascular remodeling 18,19,28,29, we investigated 
whether S1P could play a role in our model of W6/32 mAb-induced TV. The data reported here 
show for the first time, that W6/32 mAb-induced intimal hyperplasia requires SK1/S1P signaling, 
both in vitro in cultured SMC, and in vivo in human arterial segments grafted into SCID/beige 
mice. This is supported by the strong inhibitory effect of DMS and of the anti-S1P mAb on 
W6/32 mAb-induced proliferation and migration of SMC, and by the reduction of W6/32 mAb-
induced intimal hyperplasia by the anti-S1P mAb. Moreover, the inhibitory effect of SK1-specific 
siRNA suggests that S1P involved in the W6/32 mAb-induced cell migration is mainly generated 
by SK1. This is consistent with the general view on the topology of the SK1/S1P pathway, in 
which S1P is generated at the plasma membrane by SK1 and translocated outside the cell 
where it can act as an auto/paracrine mediator 18,19,30. The dramatic efficacy of the anti-S1P 
mAb confirms that S1P acts outside the cell, according to the model of “inside-out” signaling 30, 
to mediate both SMC migration and proliferation and in vivo intimal hyperplasia. The inhibitory 
effect of pharmacological inhibitors and siRNA on the S1P receptor also supports the role of 
extracellular signaling mediated by S1P on cultured SMC.  
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It is interesting to note that stress-inducing agents (e.g. cytokines, oxidized LDL, oxidative 
stress) and growth factors (e.g. PDGF) also signal through SK1/S1P 20-22. This common 
signaling pathway is apparently required to regulate mitogenic and chemotactic responses 18, in 
association with other signaling pathways involving ERK1/2, PI3K/Akt/mTOR and Rac 31.  
  
 
S1P signaling requires the activation of a nSMase2/SK1 pathway and S1P receptor.   
We have recently shown that MMP and nSMase2 inhibitors prevent the W6/32 mAb-induced 
intimal hyperplasia and SMC proliferation 17. Our results indicate that GW4869 blocks the 
activation of SK1 in haSMC evoked by W6/32 mAb (Fig.II), suggesting that nSMase2 and S1P 
act in the same "so-called" nSMase/SK1 signaling pathway 32. The nSMase2/SK1 system 
constitutes a specific stress-responsive signaling pathway, characterized by a subcellular 
localization of the enzyme and substrates. The nSMase2 is localized at the plasma membrane, 
Golgi, and recycling compartment 19,33, where it is anchored in the cytosolic leaflet of 
membranes. It is possibly present in microdomains, where the enzyme may interact with its 
substrate (the small pool of SM of the inner leaflet), with its activator phosphatidylserine and 
with regulatory proteins (involved in the posttranslational modifications of nSMase2) 34-36.  
 
Cer generated by nSMase is hydrolyzed into sphingosine by a neutral ceramidase located in 
raft microdomains, possibly ACER2 37, the ectopic expression of which inducing an increased 
level of S1P and promoting cell proliferation in serum-free conditions 38. Finally, sphingosine is 
converted into S1P by SK1, which could be activated by phosphorylation by ERK1/2, and 
translocated to the cytosolic leaflet of membrane rafts, where its association with 
phosphatidylserine enables its mitogenic effect 39,40. This subcellular colocalization of nSMase2 
and SK1 and their concomitant activation allow the local generation of S1P, which is then 
released outside the cell by transporters of the ABC family or by the Spns2 transporter 30,41, 
where it can bind S1P receptors.  
 
Finally, our data suggest that S1P receptors play a role in intimal hyperplasia of human arterial 
segments grafted into SCID/beige mice treated with W6/32 mAb. This is supported i/ by the 
effect of KRP203 and VPC23019 and by specific siRNA directed against S1PR1 and S1PR3 
that inhibit (at least in part) the W6/32 mAb-induced migration and proliferation of human SMC, 
and ii/ by the protective effect of KRP203 that prevents in vivo intimal hyperplasia. Our data are 
in agreement with the general view that S1PR1 and S1PR3 trigger SMC proliferation in vitro, 
and promote intimal hyperplasia in vivo after vascular injury, whereas S1PR2 receptor 
antagonizes these responses 26,42. In our in vivo model system, KRP203 prevented effectively 
the W6/32 mAb-induced intimal hyperplasia, in agreement with the protective effect of KRP203 
that attenuates chronic rejection and prolongs survival of heart allografts in rats 25.  
 
Cell-autonomous response of SMC to W6/32 mAb is independent of the immune system 
In our in vivo animal model, i.e. human arterial segments grafted into SCID/beige mice, intimal 
hyperplasia is triggered only by the W6/32 mAb treatment, since the immune system of these 
mice is severely deficient, and human immune cells, possibly introduced with the grafted arterial 
segment, originate from the same donor and should not attack the graft. This is supported by 
the lack of hyperplasia and other alteration of the grafted arterial segment in the absence of 
W6/32 mAb treatment. This suggests that W6/32 mAb interacts directly with HLA antigens of 
vascular cells of the human arterial graft to trigger a cell-autonomous mitogenic and migratory 
response of cells of the vascular wall. This in vivo mechanism in SCID/beige mice is consistent 
with the W6/32 mAb-induced migratory and mitogenic responses of hmSMC, in agreement with 
studies of Reed’s group reporting the activation of several signaling pathways by W6/32 mAb on 
SMC and endothelial cells 11-14.  
Our data show that KRP203 prevents intimal hyperplasia by acting directly on S1P receptors of 
the vascular cells, independently of any immunosuppressive effect. We previously reported that 
the intimal hyperplasia induced by the humoral immune response is independent of the 
complement 17. This autonomous mechanism may also explain why classical 
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immunosuppressive drugs, which are effective in preventing acute rejection, only have a limited 
effect on TV development.  
 
Another interesting observation comes from histological studies showing that the W6/32 mAb-
induced production of collagen-rich ECM, associated with the migration and proliferation of 
SMA-positive cells, that are inhibited by S1P signaling inhibitors.  
 
Inflammatory response and S1P 
A chronic inflammatory response to tissue injury initiated by both immune-dependent and -
independent mechanisms is thought to play a role in the pathogenesis of TV 3,4. Inflammatory 
cytokines IFNγ and TNFα potentiate the expression and the mitogenic effect of FGF induced by 
W6/32 mAb on cultured endothelial and SMC 12, IFNγ promotes the mitogenic effect of growth-
factors on SMC and accelerates the formation of intimal hyperplasia of human artery segments 
grafted in SCID/beige mice 43,44. Moreover, IFNγ enhances the production of inflammatory 
cytokines, such as TNFα and IL1β 44, and W6/32 mAb triggers the local production of 
inflammatory cytokines by endothelial cells 12,45. Interestingly, TNFα and IL1β provoke the 
activation of the SK1/S1P signaling pathway, which is implicated in their inflammatory response 
18,19,46, and in TNFα-induced SMC proliferation 21. Finally, signalings triggered by anti-HLA mAb 
and by inflammatory cytokines (such as TNFα and IL1β) converge towards the SK1/S1P 
pathway to participate in the vascular wall remodeling. This may explain the dramatic efficacy of 
SK1/S1P inhibitors, which block the mitogenic and migratory effect of both anti-HLA mAb and 
inflammatory cytokines, thereby preventing intimal hyperplasia occurring in TV. In our animal 
model, the lack of cellular immunity reduces the possible action of inflammatory cytokines in 
vivo, although endothelial cells stimulated by anti-HLA mAb, also produce inflammatory 
cytokines that may amplify SMC mAb-induced proliferation. In this context it is remarkable that 
anti-HLA mAb is able to induce a fullblown TV in our model that can be prevented by blocking 
the SK1/S1P signaling pathway. 
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CLINICAL SIGNIFICANCE 
 
Transplant vasculopathy (TV) is the main cause of late graft failure and limits the long-term 
success of heart transplantation. Anti HLA antibodies are mitogenic for smooth muscle cells 
(SMC) and are involved in the TV process. In the present manuscript, we report that 
sphingosine 1-phosphate (S1P), a mitogenic sphingolipid mediator, plays a key-role in the 
migratory and mitogenic signalling evoked by the anti HLA antibody (W6/32 mAb) in cultured 
human SMC, and in vivo in an animal model of xenograft consisting in human mesenteric 
arteries grafted into SCID/beige mice injected with W6/32 mAb. The development of intimal 
hyperplasia evoked by W6/32 mAb can be prevented by Sphingomab, an antibody specifically 
directed against S1P. The identification of S1P as a new therapeutic target, and supported by 
the strong efficacy of Sphingomab, opens new perspectives for the treatment of TV 
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Figure 1. Involvement of S1P in hmSMC proliferation  
A-C. [3H]Thymidine and BrdU incorporation in controls and W6/32-treated hmSMC. Non-confluent hmSMC 
were incubated with anti-HLA W6/32 mAb (1 μg/mL) or irrelevant IgG2a mAb (1 μg/mL) for 48 h, and DNA 
was labeled by [3H]thymidine (A) or BrdU incorporation (B) under the conditions described in Methods 
section. C. Immunofluorescence (green – upper pannels) of BrdU incorporated into hmSMC treated as in 
Fig.1B. Counterstaining of DNA by DAPI (lower pannels - blue). D. Time course of SK activity in hmSMC 
treated with W6/32 or IgG2a irrelevant mAbs (1 μg/mL). At the indicated time, cells were harvested and cell 
extracts were used for enzymatic assays.  E. Effect of pharmacological inhibitors of SK, S1P and S1PR on 
DNA synthesis induced by W6/32 mAb (W). Cells (hmSMC) were pretreated for 30 min. with DMS (SK 
inhibitor, 100 nM), anti-S1P mAb (Sphingomab LT1002, 10 μg/mL), the S1PR1/R3 inhibitor VPC23019 
(VPC,100 nM) or the S1PR1 inhibitor KRP203 (KRP, 100 nM), then W6/32 mAb (1 μg/mL) was added for 48 
h. [3H]thymidine (1 μCi/mL) was added during the last 6h before cell harvesting. 
In A,B, D,E, the data are expressed as mean ± SEM of at least 3 to 5 independent experiments.  * p < 0.05 
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Figure 2. Role for SK1 and S1P on hmSMC migration elicited by W6/32 anti-HLA mAb. Inhibition 
by siRNA and pharmacological inhibitors.  
A,B. Down regulation of SK1 by siRNA. In A, SK1 mRNA expression was evaluated by qRT-PCR after 
72h following transfection with 100 nM of SK1-specific siRNA and control siRNA. Expression is 
normalized to HPRT by the method of 2ΔCT and results are expressed as fold over cells transfected 
with control siRNA. 
In B, SK1 protein expression evaluated by western blots in hmSMC at 72h following transfection with 
100 nM of control siRNA or SK1-specific siRNA. 
C,D. Inhibitory effect of SK1-specific siRNA and pharmacological inhibitors of SK1 or S1P using the 
Boyden chamber assay. Cells pre-treated for 72h with 100 nM of SK1-specific or control siRNA were 
incubated with or without W6/32 anti-HLA mAb (1 μg/mL), and inhibitors, DMS (SK inhibitor, 100 nM), 
anti-S1P mAb (10 μg/mL), IgG1 isotype matched antibody (LT1017, 10 μg/mL). After 16h, migratory 
cells were fixed and colored with Crystal Violet, and quantified (C). In D, microscopy pictures of cells 
migrating in the Boyden chamber assay and stained with Crystal Violet. 
In C, the data are expressed as mean ± SEM of at least 3 independent experiments.  * p < 0.05.  
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Figure 3. Implication of S1PR1 and S1PR3 in the migratory effect of anti-HLA antibodies  
A,B. Down regulation of S1PR1 and S1PR3 by specific siRNA.  In A, mRNA expression of 
S1PR1 and S1PR3 evaluated by qRT-PCR after 72h following transfection with 100 nM of 
S1PR1-specific or S1PR3-specific siRNA and control. Expression is normalized to HPRT by the 
method of 2ΔCT and results are expressed as fold over cells transfected with control siRNA. 
B,C. Inhibitory effect of S1PR1- or S1PR3-specific siRNAs and of pharmacological inhibitors 
VPC23019 (S1PR1 and S1PR3 inhibitor, 100 nM) or KRP203 (S1PR1 inhibitor, 100 nM). 
Cells, pre-treated for 72h with 100 nM of S1PR1 and S1PR3 siRNAs, were seeded in the upper 
chamber. W6/32 mAb (1 μg/mL) was added in the lower chamber, w/wo VPC23019 (100 nM) or 
KRP203 (100 nM). After 16h, migratory cells were fixed and colored with Crystal Violet. In C, 
migratory cells were evaluated by determining Crystal Violet eluted in acetic acid. The data are 
expressed as mean ± SEM of at least 3 independent experiments.  * p < 0.05. In D, 
representative microscopy pictures of migrating cells migrating stained with Crystal Violet. 
 
Fo
r A
TV
B P
ee
r R
ev
iew
. D
o n
ot 
dis
trib
ute
. D
es
tro
y
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
aft
er 
us
e.
Figure 4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4. Histology (Masson’s trichrome and alpha-smooth muscle actin) of human mesenteric 
arterial segments transplanted into SCID/beige mice treated with W6/32 anti-HLA or IgG2a isotype 
matched control mAb.  
Human arterial segments grafted in SCID/beige mice treated with isotype-matched non specific IgG2a 
mAb (A,D) or W6/32 anti-HLA mAb (B,C,E,F). Representative microscopic pictures of transversal 
sections of the grafted human artery stained by Masson’s trichrome (A-C) or immunohistochemical 
staining of alpha-smooth muscle actin (mouse anti-α-SMA primary antibody and HRP-conjugated anti-
mouse secondary antibody (D-F). In F, alpha-smooth muscle actin positive cells in the area of intimal 
hyperplasia are marked by yellow arrowheads.  
 
Fo
r A
TV
B P
ee
r R
ev
iew
. D
o n
ot 
dis
trib
ute
. D
es
tro
y
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
aft
er 
us
e.
Figure 5 
 
 
 
 
Figure 5. PCNA expression in human mesenteric segments grafted into SCID/beige mice treated 
by W6/32 mAb. Inhibition by anti-S1P mAb.  
A,B - PCNA expression in human mesenteric arterial segment grafted into SCID/beige mice injected 
weekly intravenously with W6/32 mAb (HLA) or IgG2a mAb (IgG2a) (0.1 mg/kg, iv, every three days), and 
with anti-S1P mAb Sphingomab or IgG1 mAb (negative control for anti-S1P antibody, LT1017) (50 
mg/kg), injected intravenously twice a week, for 5 weeks. 
In A. Representative microphotographs of sections of human arterial segments recovered after 5 weeks 
of treatment. Immunohistochemical staining of PCNA using anti-PCNA antibody and revealed by anti-
mouse streptavidin-HRP secondary antibody (positive nuclei are brown-colored) and nuclear 
counterstaining by hematoxylin.  
In B, counting of PCNA positive nuclei, expressed as percentage of the total number. Mean ± SEM of at 
least 3 independent experiments. * p < 0.05.  
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Figure 6 
Figure 8. Intimal hyperplasia of human mesenteric arterial segments grafted into 
SCID/beige mice treated with W6/32 mAb is inhibited by anti-S1P mAb and by KRP203.    
A,B - Human arterial segments grafted in SCID/beige mice treated with control IgG2a mAb or 
W6/32 mAb and with anti-S1P mAb or IgG1 isotype-matched control mAb for 5 weeks, or with 
KRP203 (0.1 mg/kg, per os, every day). 
In A, representative microscopic pictures of transversal sections of the grafted human artery 
stained by hematoxylin/eosin.  
In B, morphometric evaluation of the neointimal thickening of the grafted arteries from mice 
treated with IgG2a control mAb (IgG2a, n=5), with W6/32 mAb (W, n=5), W6/32 mAb plus anti-
S1P Sphingomab (W/aS1P n= 5), W6/32 mAb plus IgG1 (W/IgG1 n=4), and W6/32 mAb plus 
KRP-203  (W/KRP n=4). Intimal hyperplasia was evaluated by the neointimal index, as 
previously described. The data are expressed as mean ± SEM, and analyzed by one-way 
ANOVA analysis and pairwise multiple comparisons by Holm-Sidak method.  * p < 0.05. 
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SUPPLEMENTAL RESULTS AND FIGURES 
 
 
1. Characterization of hmSMC isolated from mesenteric arteries
Supplemental Figure I. Characterization of hmSMC isolated and cultured from human 
mesenteric arteries 
SMC were seeded on glass slides, then fixed and permeabilized in ice-cold methanol. After 
blocking with 5% bovine serum albumin, cells were incubated  with an anti- α-SMA (Sigma-
Aldrich), or an anti-vimentin (Epitomics, Burlingame, CA) antibodies. Secondary antibodies 
were Alexa Fluor 488 anti mouse, or anti-rabbit IgG from Molecular Probes (Invitrogen) 
A. Immunofluorescence of α-SMA expression..  
B. Immunofluorescence of vimentin expression..  
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2. SK and DNA synthesis stimulated by W6/32 mAb are inhibited by nSMase and SK 
inhibitors. 
 
 
Since we  
 
 
 
 
 
 
 
 
Since we previously reported that W6/32 mAb stimulates DNA synthesis and cell proliferation in 
human aortic SMC (haSMC), via an activation of nSMase2, and since our results indicate that 
SK1 and S1P are involved in the mitogenic signaling of W6/32 anti-HLA mAb, we aimed at 
exploring whether nSMase2 inhibition may block the activation of SK activity in these cells. 
Incubation of haSMC with W6/32 mAb (1µg/mL) stimulated the activation of SK activity, 
whereas IgG2a antibody had no effect (Supp. Fig.S2-A). The nSMase inhibitor GW4869 (5 µM), 
as well as the SK inhibitor DMS (100 nM), blocked the activation of SK in haSMC (Supp. 
Fig.S2-B).  DNA synthesis elicited by W6/32 mAb in haSMC, was inhibited by DMS, by 
KRP203, and by the anti-S1P mAb SphingomabTM (LT1002) (10 µg/mL). 
These data indicate that SK activation stimulated by W6/32 mAb in haSMC, depends on 
nSMase, suggesting that the mitogenic signaling evoked by anti HLA antibodies in these cells, 
implicates the stress-responsive nSMase/SK1 signaling pathway. 
 
Supplemental Figure II. SK activation and DNA synthesis elicited by W6/32 anti-HLA mAb in 
haSMC. 
 A. Time-course of SK activation in haSMC treated by W6/32 or IgG2a (I) antibodies (1µg/mL) B. 
Inhibitory effect of GW4869 (5 µM) and of DMS (100 nM), on the activation of SK by W6/32 mA 
(W) B, measured after 60 min. incubation with haSMC. C. [3H]Thymidine incorporation in 
haSMC control or stimulated by W6/32 (W) or IgG2A antibodies (1 µg/ml), and effect of DMS 
(100 nM), anti-S1P antibody (aS1P, 10 µg/ml), and KRP203 (1 µM).  
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3. W6/32 mAb triggers hmSMC migration  
 
 
Supplemental Figure III. Role for SK1 and S1P in the migratory effect of  W6/32 anti-HLA mAb 
on cultured hmSMC. Inhibition by siRNA and pharmacological inhibitors.  
A,B. Down regulation of SK1 by specific siRNA. In A, SK1 mRNA expression was evaluated by qRT-
PCR after 72h following transfection with 100 nM of SK1-specific siRNA and control siRNA. 
Expression is normalized to HPRT by the method of 2ΔCT and results are expressed as fold over 
cells transfected with control siRNA. 
In B, SK1 protein expression was evaluated by western blots in hmSMC at 72h following 
transfection with 100 nM of control siRNA or SK1-specific siRNA. 
C,D. Inhibitory effect of SK1-specific siRNA and pharmacological inhibitors of SK1 or S1P using the 
Boyden chamber assay. Cells pre-treated or not 72h with 100 nM of SK1-specific or control siRNA 
were incubated with or without W6/32 anti-HLA mAb (1 μg/mL), and inhibitors, DMS (SK inhibitor, 
100 nM), anti-S1P mAb (10 μg/mL), IgG1 isotype matched antibody (LT1017, 10 μg/mL). After 16h, 
migratory cells were fixed and colored with Crystal Violet. Elution in acetic acid was used to quantify 
migratory cells (C). In D, microscopy pictures of cells migrating in the Boyden chamber assay and 
stained with Crystal Violet. 
In C, the data are expressed as mean ± SEM of at least 3 independent experiments.  * p < 0.05.  
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4. Validation of siRNA specificity for the silencing of SK1, S1P1 and S1P3 in hmSMC 
 
 
 
 
 
 
 
 
Supplemental Figure IV.. Validation of siRNA specificity for the silencing of SK1 and S1P 
receptors 
Time-course of SK1, S1P1 and S1P3 silencing were studied in hmSMC after transfection with 
control (ctrl) and specific  siRNAs (100 nM.The expression is normalized to HPRT by the method 
of 2ΔCT. Results are expressed as fold over transfected control 
A. qRT-PCR experimentsmeasuring the expression of SK1mRNA 
B. qRT-PCR experimentsmeasuring the expression of  S1P1 mRNA 
C. qRT-PCR experimentsmeasuring the expression of  S1P3 mRNA 
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5. W6/32 mAb elicits intimal hyperplasia in grafted SCID/beige mice 
 
  
 
 
 
 
Supplemental Figure V. Histology (hematoxylin/eosin staining) of human 
mesenteric arterial segments transplanted into SCID/beige mice treated with 
W6/32 anti-HLA or IgG2a irrelevant mAb  
A,B. Human arterial segments were grafted into SCID/beige mice injected weekly 
with the non specific isotype-matched IgG2a control mAb (A) or W6/32 anti-HLA 
mAb (B) (0.1 mg/kg, iv, every week during 5 weeks). Representative microscopic 
pictures of transversal sections of the grafted human artery stained by 
hematoxylin/eosin. Note the dramatic intimal hyperplasia in human arterial 
segment grafted into mice treated with W6/32 mAb.  
MATERIALS AND METHODS 
 
Reagents 
Anti-HLA class I antibody (W6/32 mAb) and isotype-matched non-specific control IgG2a mAb 
used to stimulate SMC were from Eurobio AbCys (Diaclone, Besançon, France). Anti-S1P 
mAb (Sphingomab, LT1002) and the isotype-matched non-specific IgG1 mAb (LT1017), 
were from Lpath (San Diego, CA). N,N-dimethylsphingosine (DMS) was from BIOMOL 
Research Laboratories (Plymouth Meeting, PA). GW4869 was from Sigma-Aldrich (Saint-
Quentin Fallavier, France). (R)-phosphoric acid mono-[2-amino-2-(3-octyl-phenylcarbamoyl)-
ethyl] ester (VPC23019) was from Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL). KRP-203 was from 
Interchim (Montluçon, France). Radioactive products were from Perkin Elmer (Villebon-sur-
Yvette, France). Protein concentration was determined using the Bradford reagent from Bio-
Rad (Marnes-la-Coquette, France).  
 
Cell Culture  
Human aortic SMC line (haSMC – CRL1999) were from ATCC (Manassas, VA). Human 
mesenteric SMC (hmSMC) were isolated from mesenteric arteries of cadaveric organ 
donors. After characterization (Fig.I), the primary SMC were immortalized by transfection of 
SV40T antigen using Lipofectamine LTX Reagent and Plus Reagent (Invitrogen). SMC were 
maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) containing Glutamax 
supplemented with 10% heat-inactivated fetal calf serum, penicillin (100 units/mL) and 
steptomycin (100 μg/mL), at 37°C in a humidified 5% CO2 air atmosphere. Cell culture 
reagents were from Invitrogen Life Technologies (Saint Aubin, France). 
 
DNA synthesis and cell proliferation 
DNA synthesis was evaluated by [3H]thymidine incorporation, as previously used 17, or BrdU 
incorporation. Non confluent cells were serum-starved for 24h in serum-free DMEM, before 
stimulation for 48 h by W6/32 mAb (1 µg/mL), or isotype-matched non specific mAb (IgG2a 
mAb) (1 µg/mL) and inhibitors, when indicated. [3H]thymidine (1 μCi/mL [3H]thymidine and 10 
µmol/L of unlabeled thymidine) during the last 6 h of incubation. Cells were harvested, 
washed three times with cold PBS, pelleted and DNA was precipitated with trichloroacetic 
acid (5 %) and sodium pyrophosphate (10 mmol/L). The acid-precipitable material was 
dissolved for 2 h in 0.25 N NaOH and the radioactivity was evaluated by liquid scintillation 
counting.  
 
Alternatively, DNA synthesis was evaluated by BrdU incorporation. After treatment by W6/32 
mAb and the different inhibitors, BrdU (10 µM) was added to the culture medium during the 
last 6 h (5-bromo-2’-deoxyuridine, AnaSpec, Fremont, CA). Cells were fixed in ethanol, 
permeabilized in PBS-Triton X-100 1%. DNA was denatured with hydrochloric acid and anti-
BrdU FITC antibody (eBioscience, Paris, France) was incubated overnight at 4°C. Nuclei 
were stained with DAPI (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France).  
 
Cell migration 
SMC migration was evaluated by two different methods. For wound healing assay, cells were 
serum-starved 24 h. Using a pipette tip, a straight scratch was done on confluent cell 
monolayer to simulate a wound. Immediately after, cells were stimulated or not with W6/32 or 
IgG2a mAbs during 16 h. Two fluorescent dyes, the permeant DNA intercalating green 
fluorescent probe SYTO-13 (0.6 µM) and the non-permeant DNA intercalating red 
fluorescent probe propidium iodide (PI) (15 µM)  (Molecular Probes, Invitrogen), were added 
to the culture medium during the last 30 min.  
 
Migration was also studied using Boyden chamber, 6.5 mm diameter, 8 µm pore size (Costar 
transwells permeable support, Corning, Lowell, MA). The lower chamber contained 600 µL of 
serum-free medium with or without W6/32 or IgG2a mAb (1 µg/mL) and pharmacological 
inhibitors. Cells were serum-starved for 24 h, trypsinized, counted, and 2x104 cells were 
seeded in the upper chamber in 100 µL of serum-free medium. After 16 h, non-migratory 
cells in the upper chamber were removed and migratory cells of the lower chamber were 
colored and fixed with 0.1% Crystal Violet (Bio Basic, Markham, Canada) and 2 % ethanol in 
0.2 M boric acid (Sigma). Stained cells were suspended with 10 % acetic acid and the 
absorbance was measured using a spectrophotometer (wavelength 570 nm). 
 
siRNA transfection 
HmSMC were transfected with human SK1 (L-004172), S1P1 (L-003655), S1P3 (L-005208) 
or control (L-005361) ON-TARGETplus SMARTpool siRNA (100 nM final concentration) 
(Dharmacon, Waltham, MA) using OptiMEM (Invitrogen Life Technologies, Saint Aubin, 
France) and HiPerFect reagent according to the manufacturer’s recommendations (Qiagen, 
Courtaboeuf, France).  
 
Quantitative RT-PCR 
TRIzol reagent (Invitrogen) was added on cell pellets for RNA extraction according to the 
manufacturer’s instructions. RNA was quantified using NanoDrop ND-1000. 1 μg of RNA was 
used for reverse transcription with high-capacity cDNA reverse transcription kit (Applied 
Biosystems, Courtaboeuf, France). Fast SYBR green master mix (Applied biosystems) and 
the ABI StepOne+ real-time PCR system (Applied Biosystems) were used to evaluate mRNA 
levels of SK1, S1P1, S1P3 and HPRT according to manufacturer’s recommendations. The 
following primers were used: SK1 forward CCCTACTTGGTATATGTGCCC reverse 
CTCGCTAACCATCAATTCCC, S1P1 forward ACTATATCCTCTTCTGCACCA reverse 
CTGACCAAGGAGTAGATTCTG, S1P3 forward CCACTCTTCATCCTCTTCCT reverse 
CAACACGATGAACCACTGAG, HPRT forward TTGCTCGAGATGTGATGAAGGA reverse 
CCAGCAGGTCAGCAAAGAATT. Incubation conditions were 95°C for 20 s, followed by 40 
cycles of 3 s at 95°C, annealing/extension for 30 s at 60°C. Each sample was done in 
duplicate and data were analyzed using StepOne+ software v2.2.2. Expression is normalized 
to HdPRT by the method of 2ΔCT. 
 
Determination of SK1 activity  
SK activity was determined under the previously used conditions 21 derived from Olivera and 
Spiegel 22. Briefly, SMC were incubated with W6/32 or IgG2a mAbs, washed with ice-cold 
PBS, lysed and sonicated in ice-cold buffer pH 7.2 containing 20 mM Tris, 20% glycerol, 1 
mM β-mercaptoethanol, 1 mM EDTA, 1 mM sodium orthovanadate, 15 mM sodium fluoride, 
10 µg/mL leupeptin, 10 µg/mL aprotinin, 1 mM PMSF, 40 mM β-glycerophosphate) and 
sonicated. The SK1 assay contained cell extract (100 µg protein), sphingosine (50 µM), 
[33P]ATP and unlabeled ATP (1 µCi and 1 mM, respectively), 0.25% Triton X-100, 10 mM 
MgCl2, 20 mM Tris/HCl pH 7.4 in a final volume of 0.2 ml.  After 30 min incubation at 37 °C, 
the reaction was stopped by the addition of 20 µL of 1 N hydrochloric acid and the [33P]-
labeled S1P was extracted, isolated by TLC on Silica Gel G60 (Whatman) using 
butanol/methanol/acetic acid/water (80/20/10/20) and the radioactive spots of 33P-labeled 
S1P were scraped and counted by liquid scintillation.  
Protein concentration was determined using the Bradford reagent (Biorad).  
 
Western blot 
Cells were lysed in ice-cold protein extraction buffer pH 7.4 (50 mM HEPES, 150 mM sodium 
chloride, 10% glycerol, 0.5% sodium deoxycholate, 1% Triton X-100, 1 mM sodium 
orthovanadate, 10 mM β-glycerophosphate, 5 mM sodium fluoride, 2 μg/mL leupeptin, 2 
μg/mL pepstatin, 1 mM PMSF, 10 μg/mL aprotinin) for 30 min. Protein extracts (40 µg) were 
resolved by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis, transferred onto PVDF membranes 
(Millipore). Membranes were probed with the anti-SK1 (Cell Signaling Technology, Saint-
Quentin-en-Yvelines, France), anti-S1P1 and anti-S1P3 (Abcam, Cambridge, UK) antibodies. 
Revelation was done using secondary antibodies coupled to horseradish peroxidase (anti-
mouse or anti-rabbit IgG-HRP, Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Germany), and ECL 
chemoluminescence kit (Amersham, Velizy-Villacoublay, France). β-actin (Sigma-Aldrich) 
was used to control equal loading of proteins. 
 
Animals 
The experimental protocol (02/1048/10/09) was carried out in accordance with the French 
legislation and was approved by the local ethical committee for animal experiments. All the 
procedures concerning the use of human mesentery from deceased organ donors have been 
approved by the French “Agence de Biomédecine” and the Ethics Committee of the 
University Hospital of Toulouse, France. 
SCID/beige mice were from Taconic (Bomholt, Ry, Denmark). Animals were kept in micro-
isolator cages with sterilized water and mouse chow ad libitum. A screening of "leaky" mice 
was done by determining the plasma concentration of immunoglobulins by ELISA, using 
immunoplates (Nunc, Roskilde, Denmark) coated with goat anti-mouse immunoglobulins (BD 
Biosciences, Paris, France), an anti-mouse Ig-HRP (Dako, Les Ulis, France), and the TMB 
substrate kit (Thermo Fisher Scientific, Rockford). Males aged twelve to fifteen weeks with a 
residual immunoglobulin level lower than 1 μg/mL, were used for the xenograft experiments.  
 
A piece of mesentery was recovered from the donor, under the previously described 
conditions 15. The xenograft was carried out as reported in 17: Briefly, terminal collaterals of 
the superior mesenteric artery of a suitable diameter (0.8-1 mm) were dissected and kept in 
preservation solution (Celsior solution) at 4°C until use (up to 24 h). Human mesenteric 
arterial segments were grafted into mice, in place of the infrarenal aorta, just below the renal 
arteries and above the iliac arterial bifurcation, as described 15,16. Mice were weekly injected 
with W6/32 mAb (0.1 mg/kg, iv), and inhibitors, as indicated in text.  
 
Histological staining 
Six weeks post-transplantation, the mice were sacrificed and the grafted human arterial 
segments were removed, fixed in formaldehyde (4% in PBS), and embedded in paraffin for 
histological analysis. Sections were stained by hematoxylin/eosin or Masson’s trichrome, or 
used for immunohistological analysis. Histological sections were dewaxed and rehydrated. 
Antigen retrieval was done using citrate buffer. Anti-human α-smooth muscle actin antibody 
(α-SMA) was from Sigma-Aldrich and anti-proliferating cell nuclear antigen (PCNA) from 
Dako (Les Ulis, France). Secondary antibodies and DAB were included in EnVision+ System 
-HRP (DAB) kits. Nuclei were colored with hematoxylin. 
 
Histomorphometry 
Morphometric analysis of human arterial segments was performed on sequential sections 
every 150 μm. After hemoxylin/eosin staining, intimal hyperplasia of the grafted arterial 
segment was quantified by the neointimal index that indicates the degree of stenosis in a 
blood vessel due to intimal thickening. The area of intima (between endothelial layer and 
internal elastic lamina) and lumen were circumscribed manually and evaluated using the 
Image Analysis CyberView v3 program (Cervus International, Courtaboeuf, France), as 
previously described 17.  
 
Statistical analysis.  
Data are presented as mean ± SEM. Estimates of statistical significance were performed by t 
test  or analysis of variance followed by multiple comparison procedure (using the SigmaStat 
3.5, Systat software). In populations with normal distribution and equal variances, differences 
between mean values were evaluated by unpaired t test (two groups) or by one-way ANOVA 
(more than two groups). When a difference in the groups was detected by one-way ANOVA, 
multiple comparisons (generally versus a control group) were performed by the Holm-Sidak 
Test. Values of p < 0.05 were considered significant. 
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3) Discussion 
 
Le développement de la VT est sous le contrôle de facteurs immunologiques et non-
immunologiques (Mitchell and Libby, 2007). L’immunité humorale joue un rôle non 
négligeable dans l’apparition de l’hyperplasie intimale au niveau des artères du greffon 
(Wehner et al., 2007). Nous avons modélisé les réactions immunitaires humorales contre le 
greffon en stimulant des CML avec des anticorps anti-HLA de classe I in vitro et en injectant 
ces anticorps à des souris immunodéficientes greffées avec un segment d’artère mésentérique 
humaine. Ainsi, nous avons démontré in vitro que la prolifération et la migration des CML 
induites par les anticorps anti-HLA font intervenir l’activation de SK1. La S1P produite 
participe aux effets prolifératif et migratoire des anticorps via une action extracellulaire, 
puisque l’utilisation d’un anticorps neutralisant S1P permet de bloquer ces effets. En accord 
avec ces résultats, nous avons montré que l’inhibition de S1P1 et de S1P3 permet de prévenir 
la prolifération et la migration des CML sous l’effet des anticorps anti-HLA. Ces résultats 
sont confirmés in vivo. L’anticorps neutralisant S1P permet de diminuer la VT et la 
prolifération des CML induites par les anticorps anti-HLA. L’utilisation du KRP-203 permet 
également de réduire la VT. L’axe SK1/S1P/S1PR joue donc un rôle majeur dans le 
développement de la VT induite par les anticorps anti-HLA. 
L’axe SK1/S1P/S1PR a déjà été associé au développement de la VT (Li et al., 2012). 
L’anticorps bloquant S1P a montré des propriétés anti-cancéreuses et anti-angiogéniques in 
vitro et in vivo (Visentin et al., 2006). Actuellement, il fait l’objet d’études cliniques de phase 
I et II dans le cadre de tumeurs solides avancées et de carcinome à cellules rénales réfractaire 
respectivement. Il est également en phase II pour le traitement de la néo-vascularisation qui a 
lieu lors de la dégénérescence maculaire liée à l’âge. Le KRP-203 est un agoniste de S1P1 qui 
agit comme un antagoniste fonctionnel, en diminuant l’expression de S1P1 et en augmentant 
sa dégradation (Lukas et al., 2013). Il est considéré comme un immunosuppresseur grâce à sa 
capacité à diminuer l’infiltration des lymphocytes et des macrophages au niveau de la paroi 
vasculaire du greffon. Cet effet est lié au fait qu’il induit la séquestration les lymphocytes au 
niveau des organes lymphoïdes secondaires. Il a été montré que le KRP-203 permet de 
prévenir la VT et de prolonger, en association avec une dose sub-thérapeutique de 
ciclosporine, la survie du greffon lors d’allogreffes de cœur et de peau chez le rat (Shimizu et 
al., 2005). Dans un modèle d’allogreffe aortique chez le rat, la conversion de ciclosporine à 
une combinaison acide mycophénolique et KRP-203 permet de limiter la néphrotoxicité, mais 
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surtout de diminuer la VT et l’infiltration de cellules inflammatoires, ce qui n’est pas observé 
en monothérapie acide mycophénolique ou KRP-203 (Fujishiro et al., 2006). Le KRP-203 est 
actuellement en essais cliniques de phase II pour une maladie auto-immune, le lupus, et une 
maladie inflammatoire chronique, la rectocolite hémorragique. 
Par ailleurs, nous avons observé que les souris SCID/beige greffées et injectées avec les 
anticorps anti-HLA ont une concentration plasmatique de S1P qui est multipliée par 2 alors 
que les souris greffées traitées avec des anticorps irrelevants n’ont pas de modification de 
cette concentration. Dans le plasma, la S1P est métaboliquement stable et presque totalement 
liée à des lipoprotéines et des protéines, telles que les HDL et l’albumine (Yatomi, 2008). Les 
principales sources de S1P dans le plasma sont les érythrocytes, les plaquettes mais aussi les 
CE (Venkataraman et al., 2008). Dans notre modèle, nous ne connaissons ni l’origine de cette 
S1P ni les protéines auxquelles elle est liée. Plus généralement, les mécanismes de régulation 
de la liaison de la S1P aux protéines plasmatiques ne sont pas connus. De même, l’influence 
de cette liaison sur sa biodisponibilité reste à découvrir. Il semble que la S1P ait des effets 
différents en fonction de la protéine à laquelle elle est liée, HDL ou albumine (Wilkerson et 
al., 2012). Il a été démontré que la S1P est responsable de certains effets bénéfiques des HDL 
sur le système cardiovasculaire (Argraves and Argraves, 2007) (Rodriguez et al., 2009). 
Nous avons montré que les anticorps anti-HLA induisent une augmentation de la synthèse de 
S1P en intracellulaire puis une action extracellulaire de celle-ci. La S1P ne pouvant pas 
traverser la membrane plasmique, ces résultats suggèrent une libération de S1P en 
extracellulaire. Les mécanismes de ce phénomène ne sont pas très bien caractérisés, en 
particulier dans les CML. La famille des transporteurs ABC, initialement identifiés comme 
des protéines responsables de la résistance multi-drogue, est impliquée dans l’export de la 
S1P dans plusieurs types cellulaires (Mitra et al., 2006) (Sato et al., 2007). L’expression 
qualitative et quantitative de ces transporteurs à la surface des cellules va conditionner la 
quantité de S1P libérée. Il serait intéressant de mieux connaître les mécanismes de régulation 
de l’expression de ces transporteurs. 
Nous avons démontré, en partie, que l’activation de SK1 induite par les anticorps anti-HLA 
dans les CML est dépendante de l’activité nSMase. Il est très probable que l’activation de 
SK1 dépende de nSMase2, même si nous ne l’avons pas directement démontré. Le couplage 
de l’activation de ces deux enzymes est indispensable pour orienter le devenir de la cellule 
vers la prolifération. Très récemment, des travaux de l’équipe ont montré que l’activation 
successive de ces enzymes, induite par le stress oxydant, est coordonnée par les protéines Src 
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et PDGFR-β et conduit à la prolifération des CML et des fibroblastes (Cinq-Frais et al., 
2013). Il est probable aussi que des céramidases soient activées entre l’activation de nSMase2 
et de SK1, en particulier la céramidase acide et des céramidases alcalines. Les LDL oxydées 
induisent la prolifération des CML par l’activation consécutive de nSMase puis de céramidase 
puis de SKase (Auge et al., 1999). 
Les études menées par le laboratoire sur la voie MMP/nSMase2/SK1 montrent que la S1P va 
induire la prolifération via l’activation de ERK1/2 (Auge et al., 2002) (Tellier et al., 2007) 
(Coatrieux et al., 2007). Après activation par phosphorylation, ERK1/2 peuvent transloquer 
au niveau du noyau et activer de nombreux facteurs de transcription, dont AP-1, afin d’induire 
la prolifération et la migration cellulaire (Wortzel and Seger, 2011). Il a également été décrit 
que ERK1/2 sont capables d’activer SK1 (Pitson et al., 2003). ERK1/2 pourraient directement 
phosphoryler SK1 sur la sérine 225. ERK1/2 semblent être des cibles d’intérêt pour limiter la 
prolifération et la migration des CML in vitro et in vivo. L’inhibition de ERK1/2 est associée 
à la prévention de l’hyperplasie intimale et à l’inhibition de la prolifération et de la migration 
des CML lors de la resténose (Kim and Iwao, 2003). Dans un modèle d’allogreffe cardiaque 
chez la souris immunodéficiente, les anticorps anti-CMH du donneur induisent une 
augmentation de la phosphorylation de ERK1/2 dans le greffon, notamment au niveau de 
l’endothélium vasculaire (Jindra et al., 2008a). L’inhibition de ERK1/2 permet de diminuer la 
VT dans un modèle d’allogreffe aortique chez le rat via une inhibition de la prolifération et de 
la migration des CML (Dong et al., 2006) (Chen et al., 2008). Il est important d’essayer de 
clarifier la relation entre les activations de SK1 et ERK1/2 lors de la stimulation des CML 
avec des anticorps anti-HLA ou anti-CMH aboutissant à la prolifération et à la migration. 
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III- ROLE DE LA SPHINGOSINE-1-PHOSPHATE ET DE ERK DANS 
LA PROLIFERATION ET LA MIGRATION DES CML MURINES 
INDUITES PAR LES ANTICORPS ANTI-CMH 
 
1) Introduction 
 
Les anticorps anti-HLA induisent la prolifération et la migration des CML humaines. Ils 
stimulent une cascade de signalisation faisant intervenir la voie des 
métalloprotéases/sphingolipides, avec une activation de SK1 dépendante de nSMase2, elle-
même dépendante des MMP. La voie MMP/sphingolipides intervient in vitro et in vivo dans 
la prolifération des CML et le développement de la VT induite par les anticorps anti-HLA au 
niveau de l’artère humaine xénogreffée chez la souris SCID/beige. Son implication a été 
validée a l’aide d’inhibiteurs de type siRNA ou pharmacologiques tels que le RO28-2653, 
inhibiteur des MMP, ou le GW4869, inhibiteur de nSMase en montrant qu’ils diminuent la 
prolifération des CML et la VT induite par les anticorps anti-HLA. In vitro, la migration et la 
prolifération induite par les anticorps anti-HLA sont également bloquées par l’utilisation de 
siRNA spécifiques de SK1 ou des récepteurs S1P1 et S1P3. L’inhibition pharmacologique de 
S1P permet de prévenir la prolifération de CML et la VT induite in vivo par les anticorps anti-
HLA. Un de nos objectifs serait de compléter et valider ces résultats in vivo dans un modèle 
d’allogreffe aortique consistant à transplanter en orthotopique une artère de souris C57BL/6 
en position infrarénale chez la souris SCID/beige. L’injection d’anticorps anti-CMH 
spécifiques des molécules CMH exprimées par les souris C57BL/6 permettrait le 
développement de la VT spécifiquement au niveau de l’artère donneuse. La mise au point 
d’un tel modèle nécessite, dans un premier temps, d’étudier les effets des anticorps anti-CMH 
sur les CML de souris C57BL/6. 
Les résultats préliminaires, présentés ci-dessous, montrent que les anticorps anti-CMH sont 
mitogènes pour les CML aortiques issues de souris C57BL/6, et stimulent leur migration de 
façon comparable aux anticorps anti-HLA dans les CML humaines (concentration et temps de 
stimulation identiques). L’effet prolifératif et migratoire des anticorps anti-CMH fait 
intervenir une cascade d’activation impliquant ERK1/2 et SK1. De plus, les anticorps anti-
CMH modulent l’expression des S1PR dans les CML murines avec une augmentation de 
l’expression de S1P3, récepteur connu pour son rôle pro-prolifératif et pro-migratoire dans les 
CML mais dont l’implication ici reste à démontrer. 
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2) Article en préparation 	  
a- Les anticorps anti-CMH induisent la prolifération et la migration des CML 	  
Le développement de la VT nécessite à la fois la migration et la prolifération des CML dans 
l’intima. Nous avons, dans un premier temps, étudié l’effet des anticorps anti-CMH sur la 
prolifération des CML murines. L’incubation des CML pendant 48h avec les anticorps anti-
CMH (anti-H-2Db, clone 28-14-8, Abcam) à 1 µg/mL, induit une synthèse d’ADN mise en 
évidence par un doublement de l’incorporation de [3H]thymidine (Fig.1A). A l’inverse, 
l’anticorps irrelevant IgG2a (utilisé à la même concentration) n’a pas d’effet significatif sur la 
prolifération des CML (Fig.1A).  
L’anticorps anti-CMH stimule la migration des CML murines dans le modèle de chambre de 
Boyden (Fig.1B,C). L’effet migratoire est observé après 16 h d’incubation des CML avec les 
anticorps à la concentration de 1 µg/mL. Les anticorps irrelevants n’ont pas d’effet alors que 
les anticorps anti-CMH ont un effet migratoire sur les CML deux fois plus important par 
rapport aux CML non stimulées. Nous avons identifié par quels mécanismes ont lieu ces 
effets des anticorps anti-CMH sur les CML murines. 
 
b- Les anticorps anti-CMH induisent l’activation concomitante de SK1 et de ERK1/2 dans les 
CML 	  
Nous avons ensuite étudié l’implication de SK1 dans la signalisation induite par l’anticorps 
anti-CMH. Les anticorps anti-CMH induisent une activation de SK1 après 2h de stimulation 
montrant une augmentation de la synthèse de S1P (Fig.2A). Cette activation reste soutenue 
au-delà de 4h de contact avec les CML. L’anticorps irrelevant n’induit pas de modification 
significative de l’activité de SK1, qui reste semblable aux conditions basales. Par ailleurs, 
nous avons mis en évidence que les anticorps anti-CMH stimulent la phosphorylation de 
ERK1/2. L’activation débute à 1h30 et se maintient jusqu’à 2h30. Elle atteint un pic 
significatif après 2h de contact avec l’anticorps anti-CMH, alors qu’aucune activation n’est 
observée avec l’anticorps contrôle (Fig.2B,C). Plus loin, nous avons testé si ces deux 
activations sont liées ou indépendantes l’une de l’autre. 
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c- L’inhibition de SK1, de S1P et de ERK1/2 permet de diminuer l’effet prolifératif et 
migratoire des anticorps anti-CMH sur les CML 	  
Nous avons étudié l’effet des inhibiteurs pharmacologiques de SK1, S1P et ERK1/2 sur la 
prolifération et la migration des CML induite par l’anticorps anti-CMH. Les résultats 
montrent que la synthèse d’ADN induite par l’anticorps anti-CMH est complètement inhibée 
par le DMS, un inhibiteur de SK1, et par l’anticorps anti-S1P (Sphingomab) (Fig.3A). De 
même, la migration des CML est diminuée par la DMS, l’anticorps anti-S1P et le PD98059 
qui est un inhibiteur de ERK1/2 (Fig.3B). Ces résultats valident l’implication de la voie 
ERK1/2, de même que celle de la S1P générée dans le milieu intracellulaire, puisque 
l’inhibition de SK1, bloque la migration des CML. Par ailleurs, cette S1P intracellulaire serait 
sécrétée, comme suggéré par l’effet inhibiteur de l’anticorps anti-S1P, qui neutralise la S1P 
dans le milieu extracellulaire, et donc empêche sa fixation sur ses récepteurs. Nous avons par 
la suite étudié l’expression des récepteurs de S1P dans les CML murine en réponse aux 
anticorps anti-CMH. 
 
d- Les anticorps anti-CMH induisent une augmentation de l’expression de S1P3 dans les 
CML 	  
Les CML murines expriment trois types de récepteurs de la S1P, S1P1, S1P2 et S1P3. Etant 
donné que ces récepteurs régulent la migration cellulaire induite par la S1P, nous avons étudié 
l’expression des récepteurs dans les CML murines, sous l’effet de l’anticorps anti-CMH. 
L’analyse en PCR quantitative des ARNm de ces récepteurs montre que les anticorps anti-
CMH induisent une augmentation de l’ARNm de S1P3 mais n’ont pas d’effet sur l’expression 
de S1P1 et de S1P2 (Fig.4A). Cet effet est observé dès 6h de stimulation et se maintient au 
moins jusqu’à 48h. Les anticorps irrelevants n’ont pas d’effet sur l’expression des S1PR. Les 
résultats de PCR quantitative sont confirmés par l’étude de l’expression de la protéine S1P3 
en western-blot, qui montre une augmentation de S1P3 à 48h et 72h mais un nombre plus 
important d’expériences est nécessaire pour pouvoir valider ces résultats (Fig.4B,C). Nous 
avons par ailleurs étudié l’effet des inhibiteurs de SK1, de S1P et de ERK1/2 sur 
l’augmentation d’expression de S1P3 induite par les anticorps anti-CMH. Il semble que ces 
inhibiteurs diminuent l’induction de S1P3, même si cela reste à confirmer par des expériences 
supplémentaires. Le PD98059 serait d’ailleurs plus efficace que la DMS ou l’anticorps anti-
S1P pour limiter l’effet des anticorps anti-CMH sur l’expression de S1P3. Nous ne 
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connaissons pas encore l’impact de l’augmentation d’expression de S1P3 sur la réponse des 
CML aux anticorps anti-CMH, mais cette augmentation d’expression pourrait potentialiser les 
effets des anticorps anti-CMH et prolonger la signalisation proliférative et migratoire.  
 
e- Les inhibiteurs de SK1 et de S1P ne bloquent pas l’activation de ERK1/2 	  
Les mécanismes d’activation de SK1 sont complexes et l’implication de ERK1/2 en amont de 
l’activation de SK1 a été décrite (Pitson et al., 2003). Par ailleurs, la signalisation mitogène de 
la S1P implique également l’activation des ERK1/2 dans les CML (Tanimoto et al., 2004) et 
les travaux de l’équipe suggèrent aussi l’implication de ERK1/2 en aval de la S1P (Auge et 
al., 2002) (Tellier et al., 2007) (Coatrieux et al., 2007). Afin de déterminer les relations entre 
ERK1/2 et SK1 lors de la signalisation activée par les anticorps anti-CMH dans les CML, 
nous avons étudié l’effet de la DMS et de l’anticorps anti-S1P sur les cinétiques d’activation 
de ERK1/2. L’activation de ERK1/2 observée entre 1h30 et 2h30 sous l’effet de l’anticorps 
anti-CMH n’est pas inhibée ni par la DMS (Fig.4A,B), ni par l’anticorps anti-S1P (Fig.4C,D), 
suggérant que ERK1/2 sont activées indépendamment de SK1 et de S1P. Des expériences 
complémentaires seront nécessaires afin de déterminer si l’activation de SK1 dépend de 
ERK1/2. 
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Figure 1 : les anticorps anti-CMH induisent la prolifération et 
la migration des CML  
A : Incorporation de [3H]thymidine dans les CML stimulées ou non avec des anticorps anti-CMH ou 
irrelevants. Les cellules sont incubées 48h avec les anticorps (1 µg/mL). 6h avant la fin de 
l’expérience, la thymidine radiomarquée est ajoutée dans le milieu de culture. L’ADN est précipité et 
la thymidine incorporée est quantifiée. 
B,C : Test de la chambre de Boyden avec les CML stimulées ou non pendant 16 avec les anticorps 
anti-CMH ou irrelevants (1 µg/mL). Les anticorps sont ajoutés dans le milieu de culture de la chambre 
inférieure alors que les CML sont ensemencées dans la chambre supérieure. A la fin de l’incubation, 
les cellules ayant migrées vers la chambre inférieure sont fixées et colorées au Crystal Violet. La 
quantification se fait après élution. 
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Figure 2 : les anticorps anti-CMH induisent l’activation 
concomitante de SK1 et de ERK1/2 dans les CML  
A : Effet temps des anticorps anti-CMH ou irrelevants (1 µg/mL) sur l’activité de SK1 dans les 
CML. Après stimulation pendant le temps indiqué, les cellules sont utilisées pour l’essai 
enzymatique avec de l’ATP radiomarqué. La S1P radiomarquée est extraite puis quantifiée. 
B,C : Effet temps des anticorps anti-CMH ou irrelevants (1 µg/mL) sur la phosphorylation de 
ERK1/2 dans les CML. Après stimulation pendant le temps indiqué, les cellules sont utilisées 
pour faire un western blot afin de révéler l’état de phosphorylation de ERK1/2. 
0 
50 
100 
150 
200 
250 
- α-CMH 
DMS α-S1P 
Pr
ol
ifé
ra
tio
n 
(%
) 
α-CMH α-CMH - - 
## 
*** 
### 
A 
0 
50 
100 
150 
200 
250 
300 
- α-CMH 
DMS α-S1P 
M
ig
ra
tio
n 
(%
) 
α-CMH α-CMH - - 
*** 
# 
PD 
α-CMH - 
B 
Figure 3 : SK1, S1P et ERK1/2 sont impliquées dans l’effet 
prolifératif et migratoire des anticorps anti-CMH 
A : Incorporation de [3H]thymidine dans les CML stimulées ou non avec des anticorps anti-CMH ou 
irrelevants. Les cellules sont pré-incubées 30 min avec la DMS (1 µM) ou avec l’anticorps anti-S1P 
(10 µg/mL) puis 48h avec les anticorps (1 µg/mL). 6h avant la fin de l’expérience, la thymidine 
radiomarquée est ajoutée dans le milieu de culture. L’ADN est précipité et la thymidine incorporée 
est quantifiée. 
B : Test de la chambre de Boyden avec les CML stimulées ou non pendant 16 avec les anticorps anti-
CMH ou irrelevants (1 µg/mL). Les inhibiteurs (DMS à 1 µM, anti-S1P à 10 µg/mL, PD98059 à 1 
µM) et les anticorps sont ajoutés dans le milieu de culture de la chambre inférieure alors que les 
CML sont ensemencées dans la chambre supérieure. A la fin de l’incubation, les cellules ayant 
migrées vers la chambre inférieure sont fixées et colorées au Crystal Violet. La quantification se fait 
après élution. 
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Figure 4 : les anticorps anti-CMH induisent une augmentation de 
l’expression de S1P3 dans les CML 
A : Analyse par RT-qPCR de l’expression des ARNm de S1P1, S1P2 et S1P3 dans les CML après stimulation ou non 
avec des anticorps anti-CMH ou irrelevants (1 µg/mL) pendant le temps indiqué. L’expression est normalisée par rapport 
à TBP en utilisant la méthode 2ΔCT. 
B,C : Analyse par western blot de l’expression de S1P3 dans les CML après stimulation ou non avec des anticorps anti-
CMH ou irrelevants (1 µg/mL) pendant le temps indiqué. 
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Figure 5 : l’activation de ERK1/2 est indépendante de SK1 et de S1P 
A,B : Western blot montrant l’effet de la DMS (1 µM) sur la phosphorylation de ERK1/2 induite par les anticorps (1 
µg/mL) sur la phosphorylation de ERK1/2 dans les CML au temps indiqué. 
C,D : Western blot montrant l’effet de l’anticorps anti-S1P (10 µg/mL) sur la phosphorylation de ERK1/2 induite par 
les anticorps (1 µg/mL) sur la phosphorylation de ERK1/2 dans les CML au temps indiqué. 
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3) Discussion 
 
Ces résultats, encore préliminaires, indiquent que les anticorps anti-CMH ont un effet 
mitogène et migratoire sur les CML murines in vitro. L’activation de SK1 est retrouvée en 
réponse aux anticorps anti-CMH dans les CML murines. SK1, S1P et les S1PR sont 
impliqués dans l’effet mitogène et migratoire de ces anticorps sur les CML murines. Par 
ailleurs, les anticorps anti-CMH induisent une activation de ERK1/2. L’inhibition 
pharmacologique de ERK1/2 avec le PD98059 bloque totalement l’effet migratoire des 
anticorps anti-CMH sur les CML. L’activation de ERK1/2 est indépendante de SK1 et de 
S1P. De plus, nous avons observé que les anticorps anti-CMH induisent une augmentation de 
l’expression de S1P3 au niveau transcriptionnel et protéique. Cette augmentation semble plus 
dépendante de ERK1/2 que de SK1 et de S1P mais cela reste à confirmer. Des études 
complémentaires sont nécessaires pour déterminer la place respective de ERK1/2, SK1, S1P 
et des S1PR et leurs interrelations dans la cascade de signalisation proliférative et migratoire 
induite par les anticorps anti-CMH dans les CML murines. Nous devons étudier l’effet du 
PD98059 sur l’activation de SK1 induite par les anticorps anti-CMH, expérience pour 
laquelle nous attendons une inhibition, ce qui confirmerait l’implication de ERK1/2 en amont 
de SK1. Il est aussi nécessaire d’observer l’effet de cet inhibiteur sur l’effet prolifératif des 
anticorps anti-CMH, même si, là encore, il est très probable que le PD98059 bloque la 
prolifération. Enfin, une étude approfondie sur les S1PR impliqués dans l’effet mitogène et 
migratoire des anticorps anti-CMH est nécessaire. De plus, des résultats préliminaires 
montrent que les anticorps anti-CMH de classe I induisent la génération de ERO dans les 
CML murines. Il est envisagé que ces ERO participe à l’activation de ERK1/2. 
Par ailleurs, il sera également intéressant d’étudier l’implication et la place de la nSMase2 et 
des MMP dans cette signalisation mitogène et migratoire, ainsi que le rôle de ces enzymes 
dans l’activation de ERK1/2 et de SK1. 
 
Ces résultats doivent être confirmés in vivo. Nous développons actuellement un modèle 
d’allogreffe orthotopique d’aorte de souris C57BL/6 chez les souris SCID/beige. La technique 
microchirurgicale est au point. L’objectif est d’induire une VT au niveau de l’artère donneuse 
par l’injection intraveineuse d’anticorps spécifiquement dirigés contre les molécules CMH de 
classe I des souris C57BL/6. Les souris C57BL/6 ont pour haplotype H-2b (elles expriment, 
entre autre, H-2Kb et H-2Db) alors que les souris SCID/beige sont d’haplotype d (elles 
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expriment H-2Kd et H-2Dd). Pour l’instant, nous n’avons pas réussi à induire une hyperplasie 
intimale en injectant 30 µg d’anticorps anti-H-2Kb de façon hebdomadaire pendant 5 
semaines. Mais, nous allons analyser par immunomarquage l’expression de certaines 
protéines dans l’artère donneuse afin de mettre en évidence d’éventuels effets des anticorps 
anti-CMH. Nous souhaitons poursuivre les tests en modifiant certains paramètres tels que le 
type d’anticorps, la dose, la durée du traitement ainsi que la souche de souris receveuses. 
L’objectif serait de greffer des aortes de souris invalidées pour certains gènes d’intérêt et de 
voir l’impact sur le développement de la VT. Des souris mutantes pour MMP-2 et nSMase2 
sont à disposition dans l’équipe pour pouvoir éventuellement valider le rôle de ces protéines 
dans la VT induite par les anticorps anti-CMH. Par ailleurs, en utilisant des aortes de souris 
donneuses exprimant un gène rapporteur, nous pourrions répondre à des problématiques plus 
générales telles que celle portant sur l’origine des cellules de l’hyperplasie intimale.  
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PARTIE V  CONCLUSION ET PERSPECTIVES 
 
Les travaux présentés dans ce mémoire ont permis de mettre en évidence l’existence de 
nouveaux mécanismes impliqués dans le développement de la VT induite par la réponse 
immunitaire humorale du receveur contre la paroi vasculaire du greffon. 
 
Les anticorps anti-HLA de classe I induisent la prolifération et la migration des CML 
humaines in vitro. Nous avons montré que la voie de signalisation impliquant les MMP et les 
sphingolipides joue un rôle majeur dans l’effet mitogène et migratoire des anticorps anti-HLA 
sur les CML. Les anticorps anti-HLA induisent une activation séquentielle de MT1-MMP, 
MMP-2, nSMase2, SK1 conduisant à la synthèse de S1P qui agit en extracellulaire sur ses 
récepteurs. Les inhibiteurs pharmacologiques ou moléculaires de cette voie permettent de 
diminuer la prolifération et/ou la migration des CML en réponse aux anticorps anti-HLA. 
In vivo, les anticorps anti-HLA de classe I induisent la prolifération des CML ainsi que le 
développement de la VT au niveau de l’artère humaine greffée chez les souris SCID/beige. 
Les inhibiteurs pharmacologiques de MMP-2, nSMase2, S1P et S1P1 préviennent, en partie, 
le développement de la VT et la prolifération des CML. Par ailleurs, les anticorps anti-HLA 
induisent une augmentation de l’activité MMP-2 et de la concentration de S1P dans le plasma 
des souris. Ainsi, en plus d’être des cibles thérapeutiques potentielles dans le but de limiter la 
VT, MMP-2 et S1P pourraient être des marqueurs biologiques de la VT. 
 
Les perspectives de ce travail concernent l’étude et la compréhension des mécanismes situés 
en amont de la voie des sphingolipides, ainsi que les voies de signalisation activées par la 
S1P, et leurs liens avec les autres voies de signalisation déjà décrites dans la littérature telles 
que la voie PI3K/Akt, mTOR et ERK1/2 (Jindra et al., 2008c) (Jindra et al., 2008b). 
L’implication de PI3K/Akt et de ERK1/2 dans la signalisation mitogène de la S1P est connue 
(Takuwa et al., 2012), de même que l’existence d’un axe fonctionnel entre S1P1 et mTOR 
(Liu et al., 2010). De plus, des travaux préliminaires réalisés dans l’équipe montrent que 
mTOR est activée par les anticorps anti-HLA de classe I dans les CML humaines et 
interviendrait dans la prolifération. Des expériences supplémentaires seront nécessaires pour 
établir un lien entre la voie des sphingolipides et l’activation de mTOR que nous avons 
observé. 
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 Les mécanismes impliqués dans l’activation des MMP et de la nSMase2 par les agents de 
stress, y compris les anticorps anti-HLA, ne sont pas identifiés. Nos travaux s’orientent vers 
un rôle des jonctions communicantes, qui sont des jonctions intercellulaires permettant les 
échanges de cellule à cellule. Ces jonctions ont une fonction de couplage métabolique qui 
amplifie la réponse aux hormones et petites molécules. Elles contribuent au maintien de 
l’homéostasie cellulaire (pH, transmission de signaux, concentration en calcium). Les 
jonctions communicantes sont organisées en canaux qui traversent les membranes cellulaires 
et forment des plaques jonctionnelles. Chaque canal est formé de deux connexons (un par 
membrane cellulaire). Un connexon est un hexamère de six protéines transmembranaires 
appelées connexines. Leur assemblage permet la formation d’un canal traversé par des 
molécules hydrosolubles de taille inférieure à 1 kDa. Plusieurs connexines ont été identifiées. 
Leur expression et leur fonction sont cellule- et tissu-dépendantes. Nous nous intéressons à la 
connnexin 43 (Cx43) (Haefliger et al., 2004). En effet, Cx43 est impliquée dans la formation 
des jonctions communicantes au niveau de la membrane plasmique des CML. Son rôle a été 
rapporté dans des pathologies vasculaires telles que l’athérosclérose et la resténose (Brisset et 
al., 2009). Son expression est augmentée au niveau des CML dans les lésions précoces 
d’athérosclérose chez l’homme (Blackburn et al., 1995) et dans les lésions de resténose chez 
le rat (Yeh et al., 1997). La surexpression de Cx43 dans les CML est associée au phénotype 
synthétique (Rama et al., 2006) (Chadjichristos et al., 2008). Dans un modèle d’athérosclérose 
induite par un régime hypercholestérolémique, les souris Cx43+/- présentent une réduction de 
50% des lésions vasculaires par rapport aux souris Cx43+/+ (Kwak et al., 2003). Des résultats 
semblables ont été obtenus dans un modèle de resténose avec ces souris (Chadjichristos et al., 
2006). La diminution des lésions serait associée à une diminution de la prolifération et de la 
migration des CML. Mais ces résultats restent controversés (Liao et al., 2007). Cx43 est 
régulée par phosphorylation. Entre autre, la S1P serait impliquée dans la phosphorylation de 
Cx43 (Morel et al., 2012). La phosphorylation de Cx43 par les MAPK, telles que ERK1/2, 
serait indispensable à la prolifération des CML in vitro et in vivo (Johnstone et al., 2012). 
Nos travaux actuels montrent que les anticorps anti-HLA induisent la phosphorylation de 
Cx43 dans les CML in vitro. La carbenoxolone, un inhibiteur des connexines de large 
spécificité, et l’inhibition de l’expression de Cx43 par siRNA permettent de bloquer l’effet 
migratoire des anticorps anti-HLA. Nos résultats suggèrent que Cx43 est impliquée en amont 
de la voie des sphingolipides (nSMase2 et SK1) car les inhibiteurs de cette voie ne bloquent 
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pas la phosphorylation de Cx43 alors que les inhibiteurs de Cx43 bloquent l’activation de 
nSMase2 et de SK1 induite par les anticorps anti-HLA. In vivo, l’effet de la carbenoxolone 
sur le développement de la VT induite par les anticorps anti-HLA chez les souris SCID/beige 
xénogreffées est en cours d’investigation. La Cx43, située à la membrane plasmique dans les 
radeaux lipidiques (Schubert et al., 2002), pourrait jouer un rôle majeur dans l’initiation de 
l’activation de la voie des sphingolipides en réponse aux anticorps anti-HLA dans les CML 
mais aussi dans le développement de la VT induite par les anticorps anti-HLA. 
Les mécanismes de phosphorylation de Cx43 ne sont pas identifiés mais pourraient faire 
intervenir des kinases telles que p38 ou ERK1/2 qui activent la voie des sphingolipides (Jia et 
al., 2008). 
 
Par ailleurs, nous souhaitons développer un modèle de VT induite par les anticorps anti-CMH 
dans le cadre d’allogreffe aortique en orthotopique afin de pouvoir valider le rôle des MMP et 
des sphingolipides en utilisant des souris donneuses mutantes pour MMP-2 ou pour nSMase2 
dont nous disposons dans l’équipe. Les résultats préliminaires obtenus in vitro montrent que 
les anticorps anti-CMH stimulent la prolifération et la migration des CML murines via des 
mécanismes semblables à ceux observés dans les CML humaines stimulées avec des anticorps 
anti-HLA. Ceci suggère que la mise en place de ce modèle pourrait se faire à court terme.  
 
De plus, les résultats obtenus avec les souris xénogreffées montrent une augmentation 
plasmatique de la S1P induite par les anticorps anti-HLA. Nous souhaitons réaliser une étude 
clinique préliminaire qui consiste à doser l’activité de MMP-2 et la concentration de S1P dans 
le plasma de patients transplantés rénaux en fonction du taux d’anticorps anti-donneur. Le but 
est d’établir si possible une relation entre les anticorps anti-HLA et MMP-2 et/ou S1P dans le 
plasma. Plus de la moitié des échantillons a déjà été collectée. Des résultats préliminaires 
montrent que la concentration plasmatique de S1P est autour de 0,1 µM chez les volontaires 
sains alors qu’elle est autour de 0,5 µM chez les patients transplantés. 
 
La première cible vasculaire des anticorps anti-HLA de classe I est l’endothélium. Il apparaît 
donc important d’étudier leurs effets de ces anticorps sur les CE. In vitro, nous avons observé 
les effets directs des anticorps sur les CML. In vivo, il est possible que les effets des anticorps 
soient directs sur les CML mais il est aussi très probable que les effets observés soient 
indirects, via une action sur les CE. Il serait donc intéressant de mettre en évidence l’existence 
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d’un éventuel dialogue entre les CE et les CML suite à la stimulation avec les anticorps anti-
HLA de classe I. Des expériences de co-culture de ces cellules permettraient d’apporter des 
connaissances nouvelles sur une possible collaboration entre les cellules vasculaire en réponse 
aux anticorps anti-HLA de classe I.  
 
De plus, le laboratoire possède tous les outils nécessaires pour mener des études sur les effets 
des anticorps anti-HLA de classe II in vitro et in vivo sur les cellules vasculaires. L’étude de 
la signalisation induite par ces anticorps sur les cellules vasculaires, à l’état basal ou bien 
après un prétraitement avec des cytokines inflammatoires, est un enjeu clinique important. 
Les anticorps anti-HLA de classes II sont les principaux anticorps dirigés contre le donneur 
présents chez les patients transplantés. 
 
En conclusion, ces travaux ont permis de mieux connaître la signalisation activée par les 
anticorps anti-HLA/CMH de classe I conduisant à la prolifération et à la migration des CML. 
Ils mettent en évidence de nouvelles cibles thérapeutiques potentielles pour prévenir la VT, 
avec en perspective, l’amélioration des traitements immunosuppresseurs actuellement utilisés 
chez les patients transplantés. 	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describe the proliferative effect in vitro and in vivo of HLA class I antibodies on human SMC. We have
developed an experimental model using segments of human mesenteric arteries transplanted in the posi-
tion of the infrarenal aorta in immunodeﬁcient mice (SCID/beige). Weekly injections of transplanted mice
with a monoclonal antibody towards HLA class I provoked typical lesions of TV after 6 weeks in the
human graft while transplanted mice receiving an irrelevant antibody did not develop any signiﬁcant
lesion. In vitro, the anti-HLA antibodies were mitogenic to SMC and we showed that they activate a
stress-induced signaling pathway implicating matrix metalloproteinases (MMP) and neutral sphingomy-
elinase 2 (nSMase-2). The proliferative effect of anti-HLA antibodies could be blocked by pharmacological
inhibitors or by siRNA. Administration of pharmacological inhibitors diminished the development of TV
in grafted mice injected with anti-HLA antibodies demonstrating an important role of the MMP/nSMase-2
pathway in antibody-induced TV. This observation opens new perspectives for the management of TV in
clinical settings.
 2012 American Society for Histocompatibility and Immunogenetics. Published by Elsevier Inc. All rights
reserved.1. Introduction tion. It is characterized by graft cell necrosis and/or graft vesselAdvances in immunosuppressive treatment, surgical techniques
and patient care have greatly improved the early survival of pa-
tients receiving an organ allograft. In spite of this progress, too
many patients die after some years, mainly due to chronic rejec-
tion. The rejection of organ allografts is mediated by many differ-
ent components of the adaptive and innate immune system.
Acute rejection in patients that are not sensitized towards donor
alloantigens typically occurs 1–2 weeks after organ transplanta-n Society for Histocompatibility an
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I2MC, 1 avenue Jean Poulhès,
561145623.thrombosis caused by the immune system of the host. Rejection
episodes may be prevented or reversed by treatment with immu-
nosuppressive agents [1]. Chronic rejection is a more insidious pro-
cess that develops months to years after the graft in spite of
immunosuppressive treatment and it is more likely to occur if
the patient has suffered from acute rejection episodes. One of the
principal elements of chronic rejection is transplant vasculopathy
(TV) [1]. Experimental models in rats have been developed more
than 20 years ago in order to describe the sequential events of
TV, mainly using an aorta allograft interposition model [2,3]. Later
on, progress in microsurgery has allowed the carrying out of aortic
allografts in mice [4,5]. In these rodent models, chronic lesions de-
velop 1-2 months after transplantation that are very similar to TV
observed in humans. The use of mutant mice strains with immuno-
logic defects has shown the importance of CD4+ helper cells, hu-
moral antibodies and macrophages for the development of TV
[6]. In immunocompetent animal models of allografts, an inﬁltra-
tion of T cells and monocytes in grafted arteries is accompanied
by the appearance of lymphoid follicles with B cells in the adven-
titia, suggesting a local production of alloantibodies [7]. Prolifera-
tion of smooth muscle cells (SMC) and modulation of
extracellular matrix in the neointima are important events in the
development of vasculopathy, because the lumen of the arteriesd Immunogenetics. Published by Elsevier Inc. All rights reserved.
1254 M. Trayssac et al. / Human Immunology 73 (2012) 1253–1260of the graft narrows, the blood ﬂow slows down and the organ be-
comes increasingly ischemic. Clinical studies underline a strong
correlation between the presence of antibodies towards HLA class
I and the development of chronic rejection [8]. Signaling induced
by anti-HLA antibodies on EC has been studied by many groups,
and the secretion of cytokines in vivo has probably a strong impact
on the SMC in the grafted vessel. However, the direct action of anti-
bodies on SMC is much less well known. We hypothesize that anti-
HLA antibodies act as stress agents on SMC, inducing activation
and proliferation of these cells. We focus on a signaling pathway
involving matrix metalloproteinases (MMP) and neutral sphingo-
myelinase 2 (nSMase-2), already described by our team to be acti-
vated by other stress-inducing agents such as oxLDL and TNF-a,
leading to SMC proliferation [9,10].
In this review, the role of antibodies towards HLA class I in the
development of TV will be discussed. In the following sections we
give details on our experimental models in vitro and in vivo, the
mechanisms of action of anti-HLA antibodies and the possible clin-
ical implications of our work.2. Alloantigens on vascular cells
Patients receiving an organ allograft are confronted with incom-
patible alloantigens on cells and tissues of the donor. The most
immunogenic antigens are those of the major histocompatibility
complex (MHC), called HLA in humans. While endothelial cells ex-
press HLA class II antigens constitutively [11], SMC only express
HLA class II in certain pathological states [12]. HLA class I antigens
may be divided into classical antigens (A, B and C) which are ex-
pressed by most nucleated cells in the body, and non-classical anti-
gens [13]. The W6/32 monoclonal antibody recognizes a
monomorphic epitope sharedamongall nativeHLAclass Imolecules
[14,15]. The epitope probably includes residue 121 in thea2 domain
and residue 3 on beta-2 microglobulin as shown in Fig. 1 [16]. The
antibody binds to a discontinuous epitope that is situated under
the antigen presenting groove. Both endothelial cells and SMC ex-
press classical HLA class I antigens and are thus potential targets of
the W6/32 monoclonal antibody. The mechanism of action of anti-Fig. 1. Ribbon model of HLA class I showing residues recognized by W6/32. The
structure is based on protein data bank entry 2bvp. The three extracellular domains
of the heavy chain are colored blue and the beta-2 microglobulin is gray. The two
arrows show the position of residue 121 of the a chain and residue 3 of beta-2
microglobulin, which according to Ladasky et al are part of a discontinuous epitope
recognized by the W6/32 antibody [16]. The ﬁgure was prepared using UCSF
Chimera [72].HLA class I antibodies has often been viewed as strictly comple-
ment-dependent. However, we and others have shown that these
antibodies have direct effects on vascular cells in vitro [17–19] and
in vivo [18,20] in the absence of complement. Thismay be explained
by their ability to crosslink HLA molecules at the surface of cells
thereby recruiting other proteins as for instance integrin b4 to trans-
duce signals into the cells [21]. Fig. 2 shows the labelingofHLAclass I
molecules on human SMC in vitro and on sections of human arteries
using theW6/32 antibody.
It has been reported that the presence of antibodies towards
MICA (Major histocompatibility complex class I-related Chain A)
antigens in patients could be correlated with graft rejection [22].
However, in contrast to the effect of anti-HLA class I antibodies,
we found that anti-MICA antibodies neither provoked develop-
ment of TV in our animal model, nor induced SMC proliferation
in vitro [18]. Antibodies towards HLA class II antigens certainly also
play a role in chronic rejection [8], but in this review we will only
address the mechanisms implicating HLA class I antibodies.3. Mechanisms implicated in migration and proliferation of
vascular cells induced by anti-HLA antibodies in vitro
It is well documented in vitro that antibodies toward HLA class I
are able to provoke proliferation in human endothelial cells (EC)
[19]. They induce phosphorylation of protein kinases such as
c-Src and Fyn of the Src family and of proteins associated with
the cytoskeleton such as FAK and paxillin. In addition, it was
shown that the PI3K/Akt pathway was activated by Src and FAK,
leading to increased expression of pro-survival proteins Bcl-2 and
Bcl-xL [23] and of antioxidant defense such as HO-1 [24] in EC
stimulated by anti HLA antibodies. Furthermore, they induce ERK
phosphorylation by an mTOR-dependent mechanism [25,26].
mTOR also appears to be involved in the phosphorylation of Akt
and in the proliferative effect of anti-HLA antibodies on EC, but
its activation is dependent on Src and FAK [25,26]. Upstream of this
signaling, the interaction between HLA class I and integrin b4 is
essential for the phosphorylation of these proteins and the prolif-
eration of EC in response to anti-HLA antibodies [21]. Recently,
Reed’s team has shown that anti-HLA antibodies induce stress ﬁber
formation in EC [27]. Besides, anti-HLA antibodies induce increased
expression of VEGF and endothelial permeability [28]. EC
stimulated by anti-HLA antibodies secrete the proinﬂammatory
cytokines IL-1b, IL-6, IL-8 and TNFa [29].
In vivo, anti-HLA antibodies might indirectly trigger SMC prolif-
eration via the production of growth factors and inﬂammatory
cytokines by EC [23,29]. In vitro studies show that anti-HLA anti-
bodies directly activate signaling pathways involved in the migra-
tion and proliferation of SMC [17,18,30,31]. HLA class I antibodies
increase the expression of the ﬁbroblast growth factor receptor of
SMC and a subsequent tyrosine phosphorylation of proteins in-
volved in SMC proliferation [32]. These events are potentiated by
a pre-treatment of cells with TNF-a and interferon c [17]. As re-
ported in EC the signaling cascade implicating FAK, Akt and ERK
is involved in the proliferative and migratory properties of anti-
HLA antibodies in SMC [30]. Results from our team indicate that
the matrix metalloproteinases/type 2 nSMase (MMP/nSMase-2)
signaling pathway plays an important role in SMC proliferation
elicited by pro-atherogenic agents and we will therefore shortly
describe some basic elements of the biomolecules involved in this
pathway.3.1. Sphingolipids
Sphingolipids (SL) are characterized by the presence of a long-
chain sphingoid backbone. Most of them are located in membrane
Fig. 2. Expression of HLA molecules in human SMC and human arteries. The microphotographs represent immunoﬂuorescence experiments on human SMC cultured from
mesenteric arteries (1000) and sections of human arteries (400). (A) SMC incubated with irrelevant antibody of same isotype as W6/32 and (B) with W6/32 antibody. (C)
human mesenteric artery sections incubated with irrelevant antibody and (D) with W6/32 antibody. Arrows show HLA class I molecules at the surface of SMC and in the
endothelium and the media of the arteries.
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microdomains involved in signal transduction such as rafts or cav-
eolae [33]. Ceramide can be formed through hydrolysis of sphingo-
myelin by sphingomyelinases [34] (see Fig. 3). This molecule is
degraded into sphingosine by ceramidases, while sphingosine
phosphorylation by sphingosine kinases generates sphingosine
1-phosphate (S1P), another important bioactive SL. S1P can be
exported to the extracellular compartment where it may bindFig. 3. Schematic representation of sphingolipid metabolism. This scheme represents
degradation of the different sphingolipids. This pathway is activated by stress-inducing
metabolites have numerous targets such as kinases, phosphatases, transcription factorsmembers of the S1P receptor family which are G protein-coupled
receptors located at the plasma membrane [35]. Bioactive SL such
as ceramide and S1P play a key role in physiological and patholog-
ical cellular responses. Sphingolipid mediators are often generated
in response to stress-inducing agents and are implicated in various
cellular responses that may lead to cell death or survival, differen-
tiation, proliferation, inﬂammation, autophagy or angiogenesis.
Ceramide and S1P exhibit sometimes opposite effects: for instance,sphingomyelin metabolites and enzymes that are involved in the production and
agents such as anti-HLA antibodies, leading to e.g. cell proliferation. Sphingomyelin
or receptors.
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promotes cell proliferation and counteracts apoptotic stimuli. S1P
is also involved in cell migration and angiogenesis [37,38]. The bal-
ance between ceramide and S1P levels (the so-called ceramide/S1P
rheostat) conditions the cell’s fate towards apoptosis or survival
and proliferation [39]. This rheostat constitutes a potential thera-
peutic target in diseases implicating sphingolipid mediators (e.g.
metabolic diseases, cancer) [40,41].
3.2. Enzymes involved in the MMP/nSMase-2 pathway
Several sphingomyelinases have been cloned and they are char-
acterized by their optimum pH, biochemical properties, and sub-
cellular localization [42]. Neutral sphingomyelinases (nSMase)
hydrolyze sphingomyelin at neutral pH (7.4) into ceramide. Type
2 nSMase (nSMase-2) is ubiquitously expressed, with a high
expression in the brain. It is coded by the smpd3 gene and its en-
zyme activity depends on the presence of Mg2+ [43]. NSMase-2
plays a key role in sphingomyelin hydrolysis for stress-induced
ceramide generation, cell signaling and cell cycle regulation [44].
NSMase-2 is present in sphingomyelin-rich rafts and in caveolae,
where local ceramide generation modulates the biophysical prop-
erties of the membrane and contributes to cell signaling [45–47].
NSMase-2 is normally present in the Golgi apparatus from where
it translocates to the plasma membrane upon stimulation by
stress-inducing agents [48,49]. The translocation mechanism in-
volves various signaling pathways, among them p38-MAPK [48]
and protein kinase C d [50]. However, the upstream mechanisms
leading to nSMase-2 activation remain unclear so far. Reports from
our group indicate that the activation of nSMase-2 by stress-induc-
ing agents (oxLDL, TNF-a, oxidative stress) depends on the action
of MT1-MMP and MMP-2 [9,10,51]. NSMase-2 is involved in SMC
proliferation, but not in apoptosis elicited by stress-inducing
agents [52].
3.3. Matrix metalloproteinases
Matrix metalloproteinases (MMP) are a family of Zn-dependent
proteinases, which contribute to the renewal of the extracellular
matrix [53]. MMP activity is regulated by cleavage of the pro-en-
zyme by serine-proteases or membrane-associated MMP such as
MT1-MMP. MMP are inhibited by the tissue inhibitors of metallo-
proteinases, which are glycoproteins ubiquitously present in tis-
sues [54]. MMP such as MMP-2 are involved in extracellular
matrix degradation [53], but also in stress-induced proliferation
[9,10]. Inhibition of MT1-MMP and MMP-2 by pharmacological
drugs (Batimastat, Ro28-2653), speciﬁc siRNA or by mutation,
abrogates activation of nSMase-2 and subsequent cell proliferation
in response to stress-inducing agents. This suggests that these
MMP are required for triggering nSMase-2 activation, ceramide
generation and subsequent mitogenic cell signaling [9,10].
3.4. The MMP/nSMase-2 pathway and anti-HLA antibodies in vitro
Our data suggest that anti-HLA antibodies behave as stress-
inducing agents on SMC, activating the MMP/nSMase-2 pathway
[31]. As reported for other stress-inducing agents (TNF-a, oxLDL,
H2O2), anti-HLA antibodies (1 lg/mL) rapidly activate nSMase-2
via an upstream activation of MT1-MMP and MMP-2. This pathway
is mitogenic, as assessed by the inhibition of DNA synthesis and
SMC proliferation by pharmacological inhibitors of MMP (Ro28-
2653 at 10 nM) or nSMase (GW4869 at 5 lM). Moreover, the mito-
genic signaling induced by antibodies was inhibited in human SMC
silenced for MMP-2 or for nSMase-2 by speciﬁc siRNA, and in SMC
transfected with a vector coding for a dominant-negative form of
MT1-MMP. It is important to notice that these effects of anti-HLAantibodies are independent of complement action (inactivation
by heating). As described below, the role in vivo of the MMP/nSM-
ase pathway for the development of TV was supported by the use
of MMP or nSMase inhibitors that inhibited intimal hyperplasia in
our experimental model.4. Animal model to study TV induced by anti-HLA antibodies
We have developed an experimental animal model that allows
elucidating the role of various components of the immune system
implicated in TV of human arteries. Several immunodeﬁcient mice
strains exist that accept transplantation of normal or tumor tissue
to the animal from other species [55]. We have chosen the SCID/
beige mice that lack functional T and B cells due to mutation in a
gene involved in recombination of T and B cell receptors [56], asso-
ciated with a defect of the innate immunity resulting from the
beige mutation [57].
4.1. Establishment of the transplantation model
Transplantation of human arteries into SCID/beige mice was
ﬁrst reported in 1999 by Lorber et al [58] who showed that a hu-
man artery grafted into the place of the infrarenal aorta was ac-
cepted permanently. Injection of peripheral blood lymphocytes
from blood donors provoked typical lesions of TV in the arteries.
The arteries were recovered from surgical waste, typically after
coronary by-pass operations. However, the arteries were of vari-
able quality and only a few suitable arteries could be obtained from
each patient. We have improved the model by using human mes-
enteric arteries from deceased organ donors. These arteries are of
excellent quality and of homogeneous size, and a great number
of small arteries of a diameter compatible with the murine aorta
can be dissected out (see Fig. 4). We applied a rapid sleeve tech-
nique for the insertion of each artery in the place of the infrarenal
aorta in SCID/beige mice [59] and up to 8 mice have been grafted
with arteries from the same donor. In a ﬁrst series of experiments,
the mice were injected with human spleen cells from deceased or-
gan donors, and we have shown that immunological reconstitution
provokes a typical TV after 6 weeks when the cell donor is different
from the arterial donor (allogeneic combination) and little or no TV
if cells and artery come from the same donor. The immunological
reconstitution concerned both the cellular and humoral response,
but it was not possible in this model to determine which compo-
nent was the most important for the development of lesions. In
addition, there was a problem of xenoreactivity of the human lym-
phoid cells against the mouse tissue and graft versus host reactions
were seen in liver, spleen and other organs [60].
4.2. Development of the model for studying humoral alloreactivity
After these preliminary experiments we then turned to studies
of the role of humoral alloreactivity in transplant rejection. A min-
or problem was the presence of low levels of endogenous immuno-
globulin in a number of mice, the so-called leaky phenotype. We
systematically selected mice for experiments and for breeding that
had a level of endogenous immunoglobulin below 0.5 lg/mL (cor-
responding to about 1/1000 of normal mouse serum levels). In this
way, potential interference of mouse immunoglobulin with in-
jected antibodies or transplanted tissue was minimized. As com-
mented upon in the following section, weekly intravenous
injections of the monoclonal anti-HLA antibody (W6/32) were able
to provoke TV in the grafted artery after 6 weeks while no changes
were noted in the mouse aorta adjacent to the transplanted seg-
ment [18]. Irrelevant antibody had no effect. It could be shown that
the reaction took place without the action of complement in vivo
Fig. 4. Different steps of surgery and microsurgery in the animal model. (A) Radiography of human mesentery injected with contrast to show the presence of multiple small
arteries that are present (from Gray’s anatomy). (B) Peroperative view of mesentery before removal. (C) Piece of mesentery after removal. A microdissection allows identifying
a great number of small arteries of same diameter as the mouse aorta. (D) A fragment of a mesenteric artery after dissection, the diameter is about 1 mm and the length about
1.5 cm. (E–G) Operative procedure: The infrarenal aorta of the mouse is dissected and cut in the middle part after ligation. The human artery is grafted with point to point
sutures for the distal anastomosis and with a sleeve anastomosis proximally. The two ligatures are ﬁnally removed and the blood ﬂow restored. The patency of the graft is
secured before the wound is closed.
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were quantiﬁed on transversal sections at 100 lm intervals and a
virtual longitudinal section was constructed on the basis of the
measures using a homemade developed software [59].
4.3. Implication in vivo of the MMP/nSMase pathway
We have shown that repeated intravenous injections of anti-
HLA antibodies (1 lg/10 g body weight) in SCID/beige mice grafted
with a human mesenteric artery segment induced the develop-
ment of intimal hyperplasia speciﬁcally at the human graft (see
Fig. 5). The vascular lesions were concentric, diffuse, and cellular
with positive staining for a-smooth muscle actin (a-SMA), sug-
gesting a role for SMC in the development of TV in this model. In
addition, some SMC present in the lesions expressed PCNA, a nu-
clear marker of proliferation, indicating the proliferative effect of
anti-HLA antibodies on human SMC in vivo in this model. To assess
whether the MMP/nSMase pathway is involved in TV, we used
pharmacological inhibitors of MMP and nSMase which were
injected in the grafted mice all along with the treatment with
anti-HLA antibodies. We used the MMP inhibitor Ro28-2653 (oral
gavage twice a week at 1 lg/10 g body weight) and the nSMase
inhibitor GW4869 (intraperitoneal injection twice a week at
1 lg/1 g body weight). Both inhibitors efﬁciently reduced the
development of TV induced by anti-HLA antibodies after 6 weeks
of treatment [31]. GW4869 protected the human graft from intimal
hyperplasia at about 50% and Ro28-2653 induced a decrease of
more than 60% of the vascular lesions induced by anti-HLA anti-
bodies. These results suggest a major involvement of the MMP/
nSMase pathway in the development of TV. As no apparent toxic
side effects were noted in the mice, the results open new prospects
in therapeutic strategies that might be used to limit antibody-med-
iated allograft rejection.
5. Discussion
In the preceding sections we have described the role of anti-HLA
antibodies in SMC proliferation in vitro and in vivo, and the impli-
cation of the MMP/nSMase-2 signaling pathway (see Fig. 6). To ourknowledge this is the ﬁrst report showing a role for this pathway in
TV. Reports from Reed’s group indicate a role for FAK (and Akt and
ERK) [30] (see Fig. 6). It is likely that links exist between FAK acti-
vation and the MMP/nSMase-2 pathway. The signaling response
induced by anti-HLA antibodies is initiated very quickly, within
minutes after the addition of antibodies in the culture medium of
SMC. Data in the literature show that proliferative and migratory
effects of oxLDL are accompanied by the activation of MMP-2
and the phosphorylation of FAK [61]. Integrin a5 inhibition de-
creases the phosphorylation of FAK and the secretion of MMP-2
[62]. MT1-MMP activation induces the cleavage of FAK and the
activation of MMP-2 in human SMC [63]. Moreover, it has been
shown in EC that S1P can induce the phosphorylation of FAK
[64]. Thus, FAK may play a role at several steps in the MMP/nSM-
ase-2 pathway leading to the proliferation of SMC.
It might be argued that stimulation of human SMC by a mouse
monoclonal antibody does not reﬂect the situation in patients
where the alloantibodies are polyclonal and directed towards spe-
ciﬁc HLA epitopes. However, it has been shown that monoclonal
antibodies of murine or human origin directed towards speciﬁc
HLA class I antigens stimulated human SMC in vitro in the same
way as the W6/32 antibody, and the stimulation was dose depen-
dent [30]. In a model of aortic allografts into immunodeﬁcient rats,
the injection of rat alloantisera provoked typical TV lesions in the
graft [65]. It is therefore likely that polyclonal antibodies towards
HLA class I would behave similarly, in vitro and in vivo. Our model
may thus be very relevant for testing of new therapeutic principles
in the treatment of TV.
Like Reed’s group, we have found that anti-HLA antibodies exert
a migratory effect on human SMC that is decreased by the inhibi-
tors of the MMP/nSMase-2 pathway. However, we do not know
the precise mechanisms by which the pathway is activated by
anti-HLA antibodies, or how MMP activate sphingolipid metabo-
lism or even how the SL transduce the mitogenic signals of anti-
HLA antibodies in human SMC. Our preliminary results suggest
an important role of S1P in the proliferation and migration of
SMC in response to anti-HLA antibodies (Trayssac et al., in prepara-
tion). Inhibitors targeting the ﬁxation of S1P on its receptors are
now considered as a new class of immunosuppressive agents
Fig. 5. Sections of human arteries grafted into SCID/beige mice. The microphotographs represent transversal sections of human arteries grafted into SCID/beige mice and
removed 6 weeks after transplantation. Intimal hyperplasia is shown by bars. (A) Hematoxylin/Eosin staining of sections from mice treated with irrelevant antibodies or (B)
with anti-HLA antibodies (100). (C) Hematoxylin/Eosin staining of sections from mice treated with irrelevant antibodies or (D) with anti-HLA antibodies (400). (E) a-SMA
expression in sections frommice treated with irrelevant antibodies or (F) with anti-HLA antibodies (400). (G) PCNA expression in sections of arteries frommice treated with
irrelevant antibodies or (H) with anti-HLA antibodies. Arrows show some PCNA-positive cells in the media and in the intimal hyperplasia.
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against TV and chronic rejection could thus be related to a direct
effect on SMC in the graft in addition to their effect on cells of
the immune system [69].
To which extent the endothelial cells and SMC in vascular allo-
grafts are replaced by cells of recipient origin remains a still open
question [70]. We assume that in our xenograft model the prolifer-
ating cells are of human origin although it cannot be excluded that
a part of them is of murine origin. To further explore the question
about the origin of the vascular cells in an allograft model and the
mechanisms of lesion development, we are currently developing
an allograft model of TV, by grafting an aortic segment from
C57BL/6 mice (H-2b) into SCID/beige mice (H-2d) followed byinjections of antibodies towards MHC class I (H-2KbDb). This model
should allow characterizing the involvement of MMP/nSMase-2
pathway in the development of TV induced by anti-MHC antibod-
ies through the use of mice mutated for this pathway (deletion of
genes coding for MMP-2 or nSMase-2).
Many classical immunosuppressive agents, such as cyclosporine
or mycophenolic acid, exhibit anti-proliferative effects on vascular
SMC that could be responsible for a part of their efﬁcacy in delay-
ing the progression of TV [71]. On the basis of these observations it
could be proposed that new inhibitors of SMC proliferation (MMP
and nSMase inhibitors) might be used in combination with con-
ventional immunosuppressive drugs in order to limit the develop-
ment of TV.
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Fig. 6. Summary scheme of the signaling pathways activated by anti-HLA antibodies in human SMC. Two major signaling pathways are involved in the proliferative effect of
anti-HLA antibodies: one implicating FAK [30] and the other MMP and nSMase [29]. FAK is also implicated in the migratory effect of anti-HLA antibodies on SMC. The anti-
HLA class I antibodies (W6/32) probably induce a crosslinking of HLA molecules. Adaptive proteins may then be recruited in order to transduce signals intracellularly.
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We and others have shown that vascular SMC in organ allo-
grafts are direct targets for HLA class I antibodies. The antibodies
act as stress-inducing agents on SMC by activating a signaling
pathway involving MMP and nSMase leading to SMC proliferation
in vitro and in vivo. TV develops in human arteries grafted into
immunodeﬁcient SCID/beige mice that are injected with HLA class
I antibodies. Pharmacological inhibitors of MMP and nSMase pre-
vent SMC proliferation and TV induced by HLA class I antibodies.
The pharmacological inhibitors did not seem to have side effects
on the animals in doses that signiﬁcantly reduced TV. This opens
up for new therapeutic strategies to improve long-term survival
of solid allografts.
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Essential role for sphingosine-1-phosphate in oxidized low density lipoprotein-induced 
angiogenesis 
Camaré Caroline, Trayssac Magali, Garmy-Susini Barbara, Mucher Elodie, Sabbadini Roger, 
Salvayre Robert, Negre-Salvayre Anne.  
 
Abstract      
Aims: Neovascularization occurring in atherosclerosis may promote plaque expansion, 
intraplaque haemorrhage and rupture. Oxidized LDL (oxLDL) are involved in atherogenesis, 
but their effect in angiogenesis is controversial because both angiogenic and anti-angiogenic 
properties have been reported. The angiogenic mechanism evoked by oxLDL is partly 
understood, and the involvement of sphingosine-1-phosphate (S1P), a well-known angiogenic 
sphingolipid mediator, has never been reported in oxLDL-induced angiogenesis. We aimed at 
investigating the role of S1P in oxLDL-induced angiogenesis and the efficacy of an anti-S1P 
monoclonal antibody to prevent this effect. Methods and Results: Angiogenesis was assessed 
by capillary tube formation of Human Microvascular Endothelial Cells (HMEC-1) on Matrigel 
and by the Matrigel plug assay in mice. OxLDL exhibited a biphasic effect, low concentrations 
being angiogenic, whereas higher concentrations were cytotoxic. OxLDL-induced angiogenic 
response was blocked by the sphingosine kinase-1 (SK-1) inhibitor dimethylsphingosine, by the 
anti-S1P antibody, by the S1P1/S1P3 receptor inhibitor, KRP-203, and by the silencing of SK-
1, S1P1/2/3 by siRNA. SK-1 activation and tube formation were inhibited by N-acetyl cysteine, 
and by anti-CD36 and anti-LOX-1 receptor antibodies, indicating a role for these LDL 
receptors in the angiogenic effect of oxLDL, via oxidative stress. Low oxLDL concentration 
were angiogenic in the Matrigel plug assay in C57/BL6 mice, which was reduced by the 
intraperitoneal injection of the anti-S1P antibody that inhibited the neovascularization process. 
Conclusion: These data emphasize the involvement of S1P in angiogenesis induced by oxLDL 
and point out the complex role of this sphingolipid mediator in atherosclerosis. 
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Introduction   
Angiogenesis is a physiological process required for embryonic vascular development, which is 
also involved in wound healing and pathophysiological processes of diseases such as diabetic 
retinopathy, cancer, and atherosclerosis 
1
. In the arterial wall, the vasa vasorum constitute a 
microvascular network located in the adventitia. While no capillaries are found in the intima 
and the media of normal arteries, intimal hyperplasia of atherosclerotic vessels and resulting 
neovascularization may occur and provide nutrients to expanding intima, thereby promoting 
atherosclerotic plaque development 
2-4
. Moreover, atherosclerotic vessels are fragile and prone 
to intraplaque haemorrhage, plaque destabilization and rupture, leading to atherothrombotic and 
ischemic events 
3-5
. 
Hypoxia, ischemia and oxidative stress, which are common events in atherosclerosis, play a 
key-role in angiogenesis by activating hypoxia-inducible transcription factors that promote the 
expression of angiogenic factors 
6
. Many factors, including vascular endothelial growth factor 
(VEGF), platelet-derived growth factor, transforming growth factor , ephrin, angiopoietin, and 
lipid mediators, including sphingosine-1-phosphate (S1P), lysophosphatidic acid or 
prostaglandins, stimulate endothelial cell migration, proliferation and angiogenesis 
1,7,8
.  
Ceramide and S1P are bioactive sphingolipid mediators with opposing biological properties, 
ceramide being proapoptotic, while S1P is involved in survival and proliferation 
8,9
. Ceramide 
is generated through de novo synthesis or through sphingomyelin hydrolysis by 
sphingomyelinases 
9
, then degraded by ceramidases into sphingosine, which is phosphorylated 
into S1P by sphingosine kinases 1 and 2 (SK1, SK2) 
9-11
. S1P is involved in embryonic 
development, and participates in physiopathological angiogenesis, as it may directly regulate 
the endothelial integrity and the vascular tone, cell migration and proliferation as well as 
leukocyte recruitment 
8,10,12-14
.  The biological activity of S1P is mediated through G-protein-
coupled receptors S1P1-S1P5, which are widely expressed in various tissues, including the 
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vasculature and heart 
13-15
. The angiogenic effect of S1P occurs mainly through S1P1 and S1P3 
in endothelial cells 
13-15
.  
Oxidized low-density lipoproteins (oxLDL) play a major role in atherogenesis 
16,17
. Moderate 
oxLDL concentration triggers cell migration, proliferation and inflammatory signaling 
16,17
, 
whereas higher concentration is toxic and apoptotic 
18
. OxLDL and oxidized phospholipids are 
angiogenic 
19-21
, but their role is apparently controversial, since oxLDL can be anti-angiogenic 
by inhibiting endothelial cell growth and endothelial progenitor cell differentiation 
22,23
. The 
angiogenic effect of low oxLDL concentration involves oxidative stress, LOX-1 receptor and 
p38MAPK 
20
 and the PI3 kinase/Akt pathway 
21
. We previously reported the activation of the 
neutral sphingomyelinase type 2 and of SK1 by oxLDL, resulting in S1P generation, which is 
implicated in the mitogenic response of smooth muscle cells (SMCs) to oxLDL 
24
. In the 
present work, we extended these observations to investigate whether the SK/S1P pathway plays 
a role in oxLDL-induced angiogenesis. We report that S1P is involved in the formation of 
HMEC-1 capillary tubes induced by low oxLDL concentration, via SK1 activation, and in 
oxLDL-induced angiogenesis in the murine Matrigel plug model. The anti-S1P mAb, 
Sphingomab prevented the oxLDL-induced angiogenesis.   
 
Methods  
Detailed Methods section is available in the "Online Supplementary Data"  
 
Results   
Low oxLDL concentration elicits capillary tube formation and migration of HMEC-1. 
Inhibition by the anti-S1P mAb.  
Previous reports claimed that oxLDL may either induce capillary tube formation 
20,21
, or inhibit 
angiogenesis-like endothelial cell growth and endothelial progenitor cell differentiation 
22,23
 or 
induce apoptosis 
18
. In an attempt to clarify these seemingly opposite data, we investigated the 
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ability of increasing oxLDL concentrations to trigger the formation of capillary tubes by 
HMEC-1 on Matrigel. Under the used experimental conditions, low oxLDL concentrations (20-
50 µg apoB/ml) elicited the formation of capillary tubes, whereas higher concentrations (100 
µg apoB/ml and above) were not angiogenic (Fig.1). Native LDL had no effect (Fig.1A). 
As the angiogenic effect requires the migration of endothelial cells, we explored whether 
oxLDL may trigger HMEC-1 migration in a Boyden chamber assay. Accordingly, low oxLDL 
concentration (20 µg apoB/ml) stimulated HMEC-1 migration, but higher concentration was 
less migratory (Fig.2A,C and Fig.S1). No toxicity was observed up to 50 µg apoB/ml, the toxic 
effect beginning to rise with concentrations higher than 100 µg apoB/ml (Figs.S2-S4). It may 
be noted that intermediate concentration (100 µg apoB/ml) was not (or only slightly) toxic 
(Fig.S3A-C), but inhibited the capillary tube formation (Fig.1A). Noteworthy, this biphasic 
effect of oxLDL may explain the apparently contradictory results reported on angiogenesis and 
oxLDL 
20-23
.   
S1P mediates anti-apoptotic, mitogenic and angiogenic effects 
8
, but its role in oxLDL-induced 
angiogenesis has not been reported. We utilized the anti-S1P mAb Sphingomab
TM
, which can 
bind and neutralize S1P in the extracellular medium, and blocks the signaling activity of 
extracellular S1P 
25
. As reported in Figs.1 and 2, both capillary tube formation and migration 
elicited by oxLDL were strongly inhibited by the anti-S1P mAb, whereas the non-specific 
isotype-matched IgG1 mAb (used as negative control) had no effect. This suggests that 
extracellular S1P is required for the oxLDL angiogenic effect, which is efficiently inhibited by 
the anti-S1P mAb in vitro 
25
.  Under these conditions, the anti-S1P mAb was not toxic and did 
not potentiate the toxicity of angiogenic oxLDL concentrations (Fig.S5). 
 
A role for sphingosine kinase/S1P and S1PR in capillary tube formation elicited by oxLDL  
Under physiological conditions, extracellular S1P is provided by blood or/and can be produced 
and secreted by cells 
8,9
. In our system, HMEC-1 were starved in serum-free medium for 24h 
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before adding oxLDL, thus suggesting that the only possible extracellular source is the culture 
medium or oxLDL. The MCDB-131 culture medium does not contain S1P and is not 
angiogenic per se. Likewise, under the used conditions, native LDL are not angiogenic (Fig.1).   
The content of S1P, determined by ELISA method, was apparently higher in oxLDL (1.54 
nmol/mg apoB +/- 0.53) than in native LDL (0.4 nmol/mg apoB +/- 0.27), this being possibly 
due to oxidatively-induced changes in LDL conformation, that may allow a better availability 
to the Ab used for ELISA determination of S1P. However, S1P concentration (around 30 
pmol/ml) was below the detection limit of the S1P ELISA Kit in the culture MCDB-131 
medium containing angiogenic oxLDL concentrations (20 µg/ml). Moreover, the time- and 
dose-dependent activation of SK-1 by oxLDL was associated with a concomitant S1P 
generation in HMEC-1 (Fig.3A-C), and was blocked by the SK inhibitor DMS, which also 
blocked tubulogenesis (Fig.3D-F). Interestingly, SK-1 activation was observed only at low 
angiogenic oxLDL concentration, whereas higher concentration did not activate SK-1, thus 
were unable to induce S1P generation. These data may explain why, beside their apoptotic 
effect, high oxLDL concentration are not angiogenic.  
As LOX-1 and CD36 may participate in the uptake of oxLDL by endothelial cells 
26
, and may 
promote ROS formation and angiogenesis 
20,27
, we investigated whether these receptors play a 
role in oxLDL-induced SK1-mediated angiogenesis in HMEC-1.  
Anti-CD36, (and at a lesser extent LOX1) blocking antibodies, inhibited the uptake of oxLDL 
by 37% and 30% respectively, and reduced ROS generation, as well as SK-1 activation and 
tube formation elicited by oxLDL (Fig.S6).   
As ROS may activate SK-1 
28
, we investigated the effect of the antioxidant N-acetylcysteine 
(NAC), which inhibited oxLDL-induced SK-1 activation (Fig.3D), in agreement with its 
inhibitory effect on hyperglycemia-induced SK-1 activation 
29
. Moreover, NAC and trolox (a 
water-soluble analogue of α-tocopherol) blocked the formation of tubes in matrigel (Fig.3E,F). 
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Altogether, these data support the hypothesis that the uptake of oxLDL by CD36 and LOX1, 
generates ROS that activate SK-1 and angiogenesis in HMEC-1.  
Knocking-down SK-1 by specific siRNA blocked tube formation (Fig.S8), thereby confirming 
the crucial role of SK-1 signaling in the angiogenic effect of oxLDL. As our data suggest that 
SK-1-generated S1P is secreted and acts as an auto/paracrine mediator to promote angiogenesis 
in HMEC-1, we anticipated that S1P receptors should be involved. Under basal conditions, 
HMEC-1 expressed S1P1, S1P2 and S1P3, the level of S1P2 mRNA being higher than that of 
S1P1 and S1P3 (Fig.S7A). Upon stimulation with oxLDL, S1P1 and S1P3 mRNAs rapidly 
increased, whereas S1P2 did not vary (Fig.S7B). Down-regulating S1P1, S1P2 and S1P3 by 
specific siRNAs, reduced the formation of tubes by HMEC-1 stimulated by oxLDL (Fig.S8). 
We also tested the effect of inhibitors, FTY720, which exhibits a broad specificity for S1P 
receptors 
30,31
 and KRP-203, which is specific for S1P1 
32 
. KRP-203 and FTY720 (as well as 
the anti-S1P mAb), had no effect on SK-1 activation by oxLDL (Fig.3E), but inhibited the 
capillary tube formation (Fig.3D,E). Finally, the angiogenic effect of S1P was confirmed by 
dose-response experiments using exogenous S1P, 5 µM eliciting a near maximal induction of 
capillary tubes (Fig.4A). As expected, the anti-S1P mAb and KRP-203 completely inhibited the 
angiogenic effect of S1P (Fig.4B).    
Altogether, these data suggest that, in HMEC-1 activated by low oxLDL concentration, S1P is 
generated and secreted as an auto/paracrine mediator, that activates S1P receptors and elicits 
cell migration and capillary tube formation.  
 
OxLDL induce angiogenesis in the mouse Matrigel plug assay  
The ability of oxLDL to induce angiogenesis in vivo, and the role of S1P were evaluated by the 
mouse Matrigel plug assay 
33
 . Matrigel plugs, containing human native or oxLDL, or vehicle, 
were subcutaneously injected into mouse flanks. After 2 weeks, the animals were injected in 
vein tail with 100 µl FITC-Dextran, 10 minutes before sacrifice of the mice (by cervical 
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dislocation) after intraperitoneous injection of ketamin (150 mg/kg body weight) and xylazine 
(10 mg/kg), and capillary neoformation was analyzed (as explained in Supplementary Data). 
Red blood-colored capillaries were directly observed on Matrigel plugs and quantified by 
image analysis (Fig.5 and Fig.S9,S10). Negative control plugs appeared pale and gray 
transparent and contained only few blood-colored capillaries, whereas oxLDL-containing 
Matrigel plugs were more intensely red-colored (Fig.5A and Fig.S9). Angiogenesis was also 
visualized by fluorescence microscopy and by immunostaining of the endothelial cells with 
anti-CD31 antibody on plug sections (Fig.5C,D). Angiogenesis was quantified by two 
morphometric methods giving similar results (Figs. S9,S10). OxLDL were clearly dose-
dependently angiogenic (0-100 µg apoB/mL), contrary to native LDL (50 µg apoB/mL) 
(Fig.5B).  
Finally, it may be noted that the angiogenic effect of murine oxidized VLDL in the Matrigel 
plug assay, is in the same range than that of human oxLDL, suggesting that the angiogenic 
response results from LDL oxidation and not from an immune response of C57BL6 mice 
directed towards antigenic determinants of human LDL. 
 
Anti-S1P antibody inhibits oxLDL-induced angiogenesis in the mouse Matrigel plug assay. 
 As seen in Fig.6, the anti-S1P mAb blocked angiogenesis elicited by human oxLDL or murine 
oxVLDL (both used at 50 µg/ml) (Fig.6A,B), while the non-specific isotype-matched IgG1 
had no effect (Fig.6A), thus indicating that the angiogenic effect of oxLDL in the Matrigel plug 
assay is mediated by S1P and is effectively inhibited by the anti-S1P mAb, thereby preventing 
the extracellular signaling of this sphingolipid mediator.  
 
Discussion  
These data point out a role for S1P in oxLDL-induced angiogenesis, both in vitro in capillary 
tube formation by HMEC-1 on Matrigel, and in vivo in the murine Matrigel plug model. In both 
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systems, angiogenesis elicited by oxLDL was strongly inhibited by the anti-S1P mAb. We 
propose that S1P has pleiotropic effects in promoting atherogenesis in response to oxLDL, by 
promoting the endothelial cell neovascularization that contributes to plaque development. 
 
The role of  S1P is supported by the strong inhibitory effect of the anti-S1P mAb, which 
reduces the bioavailability of extracellular S1P 
34
. This antibody, administered to C57/BL6 
mice implanted with oxLDL-containing Matrigel plugs, neutralizes the angiogenic effect of 
oxLDL without increasing oxLDL toxicity. This is consistent with the general properties of this 
antibody, known for reducing angiogenesis in tumor models 
34
, in which S1P exerts cell-
protective, tumorigenic and angiogenic properties, and promotes the actions of angiogenic 
agents 
8
. Both Sphingomab and its humanized form Sonepcizumab block endothelial cell 
migration and capillary tube formation, and VEGF-induced angiogenesis in the murine 
Matrigel plug, as well as retinal neovascularization in animal models of angiogenesis 
25,34
.  
 
In the HMEC-1 capillary tube model, S1P acts as a paracrine mediator, which is released into 
the extracellular milieu where it binds its specific receptors to generate angiogenesis, as 
reported 
8,12-14,34-36. This ‘inside out signaling’ 8,31,35,36 is supported by the inhibitory effect of 
the anti-S1P mAb that exclusively binds extracellular S1P and blocks its biological effects 
25,34
.  
The paracrine role of S1P is supported by the effect of S1P receptor antagonists FTY720 and 
KRP-203, which prevented HMEC-1 capillary tube formation elicited by oxLDL. FTY720 is 
phosphorylated by SK-2 and binds to S1P1-5 receptors 
28,36
, while KRP-203 is more specific for 
S1P1 
32
. Both agents act by inducing the internalization and proteasomal degradation of S1P1 
located at the cell surface. The equivalent potency of KRP-203 and FTY720 suggests that S1P1 
is a major driver of angiogenesis in HMEC-1, consistently with its crucial role in angiogenesis 
during development 
37
. Surprisingly, the silencing of each receptor, S1P1, S1P2 and S1P3 by 
specific siRNA also reduced the HMEC-1 capillary tube formation in vitro. This suggests that 
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the three S1PR are required to obtain the angiogenic response to oxLDL in HMEC. This is 
somewhat amazing since only disruption of the S1P1, results in embryonic lethality due to 
developmental vascular defects 
37
, whereas the other S1PR are apparently rather dispensable, 
although vascular abnormalities were observed in S1P(2) S1P(3) double null embryos 
38
. 
However, our model system (HMEC-1) does not cross talk with other cell types and investigate 
only the cell-autonomous response to oxLDL. For instance, as discussed below, oxLDL-
induced HMEC-1 tube formation is apparently not mediated by VEGF, but by S1P. It may be 
hypothesized that S1P signaling in this system, requires the three S1PR to compensate the very 
large signaling array of the VEGF/VEGFR2 pathway (PLC, Ca++, PKCa, Erk1/2; src, FAK, 
HSP27; PI3k, Akt; Rac) that mediates all the cellular angiogenic events (e.g. cell proliferation, 
migration, survival, filopodia) 
39
. Alternatively, as discussed below, VEGFR2 could be 
activated by a cross-talk between S1PR and VEGFR 
40
.   
Indeed, and contrary to Dandapat’s report 20, we detected no significant rise in VEGF mRNA, 
nor VEGF (detected by ELISA kit) in the culture medium and in cell lysate (Fig.S11A). This 
did not result from a defect of VEGF in HMEC-1, since VEGF mRNA can be induced by the 
ER stress (and VEGF) inducer thapsigargin 
41
. This may result from differences either in 
endothelial cells (human coronary artery endothelial cells in 
20  
vs HMEC-1), or in LDL 
oxidation (copper-induced LDL oxidation in 
20
, which generates higher and different levels of 
oxidized lipids than mildly UV-oxidized LDL used here). As VEGF expression can be 
stimulated by ER stress 
41 
and as ER stress is triggered by relatively high concentrations of 
oxLDL 
42
, it is not excluded that the oxidized lipid content of oxLDL used here, is below the 
threshold dose necessary for triggering ER stress and VEGF expression.  
Though a direct role of VEGF is unlikely in our conditions, and because S1P can transactivate 
VEGFR 
8,43,44
, we investigated whether VEGFR2 signaling is involved in oxLDL-induced 
angiogenesis. SU1498, an inhibitor of VEGFR2, partly inhibited the effect of oxLDL and S1P 
(Fig.S11B,C), thus possibly suggesting a transactivation of VEGFR2 by S1P 
8,43
, via the 
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formation of a complex between S1PR and VEGFR2 
44
.  This suggests that oxLDL activate two 
angiogenic signaling interconnected pathways, the SK-1/S1P and the VEGF pathway.  
Of course, it cannot be excluded that VEGF itself may play an additional role in vivo, in the 
mouse Matrigel plug. This is not conflicting with the inhibitory effect of anti-S1P mAb, since 
the angiogenic signaling of VEGF2 is parly mediated by S1P 
8
.    
 
 By examining the dose-dependency of oxLDL on endothelial cell neovascularization 
responses, we shed light on the controversy as to whether or not oxLDL are pro-angiogenic.  In 
our system, low oxLDL concentration induce the formation of capillary tubes on Matrigel, 
whereas higher concentration (100 µg apoB/ml) are not angiogenic, but toxic. Interestingly, 
SK-1 was activated by low oxLDL dose, but not (or not significantly) at higher concentrations, 
this indicating that S1P was not generated in these conditions. These results are in agreement 
with previous report from our group showing that low H2O2 dose activate SK-1 and S1P 
generation, and are mitogenic, whereas higher concentrations do not activate SK-1 and are 
cytotoxic 
45
. Indeed, our data point out a role for ROS, (generated by oxLDL via their uptake 
by the LDL receptors CD36 and LOX1), in SK-1 activation and tubulogenesis evoked by 
oxLDL. Likewise, Dandapat et al. reported a role for ROS generated via LOX1, and p38MAPK 
as a trigger of the angiogenic effect of copper-oxidized LDL 
20
. In our system, a role for 
p38MAPK could be expected upstream SK-1 activation, as a redox-sensitive kinase involved in 
the activation of the sphingolipid pathway leading to S1P generation 
45
.  
In atherosclerotic plaques, the local oxLDL concentration and their oxidation level are probably 
not uniform and may vary during the evolution of the plaque, LDL oxidation being a 
progressive process depending on lipid composition, residence time, rate of metabolic 
clearance, intensity and duration of the oxidative stress 
17
. High oxLDL concentrations inhibit 
endothelial cell migration 
22
, are not angiogenic (present paper) but pro-apoptotic 
18
. It can be 
speculated that angiogenesis occurs in atherosclerotic areas containing low oxLDL 
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concentration (possibly at the periphery of the plaques), where S1P may reinforce (or/and 
mediate) the effect of other angiogenic factors, such as hypoxia, inflammation, 
metalloproteases, VEGF 
8
, and may participate to atherogenic processes, such as local 
inflammatory response and recruitment of monocyte/macrophages in atherosclerotic areas via 
S1P3 
46
. This is consistent with the observation that capillary neoformation is correlated with 
atherosclerotic plaque progression 
47
. At the opposite, in areas containing higher levels of 
oxidized lipids (possibly in central lipid-rich areas), the apoptotic effect may prevail, leading to 
leakiness, structural alteration of these fragile and immature neo-capillaries, and intraplaque 
haemorrhage that plays a role in plaque progression, rupture and atherothrombosis 
2,5, 46-48
.    
Several reports in the literature indicate that FTY720 blocks atherosclerosis 
48
, but it is not 
known whether it limits the risk of intraplaque hemorrhage. Interestingly, it may be noted that, 
under the angiogenic conditions of oxLDL used here, blocking angiogenesis through inhibition 
of the S1P signaling pathway, did not enhanced oxLDL toxicity (Fig.S5), possibly because 
oxLDL concentration used here is largely below the toxic threshold dose, and because oxLDL 
toxicity does not involve the Cer/S1P rheostat 
49
. In this context, therapies targeting S1P (SK1 
inhibitors, anti-S1P mAb) or S1P receptor antagonists (FTY720, KRP-203), may be useful to 
counter the pleiotropic effects of S1P in atherogenesis.   
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Legends to the Figures       
 
Figure 1. HMEC-1 capillary tube formation is stimulated by low oxLDL concentration and is 
inhibited by anti-S1P mAb.  
A - Capillary tube formation was performed using the Matrigel assay. HMEC-1 were seeded 
(30,000 cells/well) on Matrigel in 24 multiwell plates and grown for 18 h at 37°C, in 500 µl 
MCDB-131 containing 0.1% FCS (as negatice control) and, when indicated oxLDL or native 
LDL. The positive control contained 2.5 % FCS. Capillary tubes were stained by calcein (1 
µmol/L, 30 min), visualized under fluorescence microscope, and pictures were captured (Nikon 
Coolpix 995 camera) in ten different areas of each well. 
B - Capillary tube formation was performed as in A, w/wo oxLDL (20 µg apoB/mL) and when 
indicated, the anti-S1P mAb Sphingomab (aS1P, 10 µg/ml) or an inactive isotype-matched 
IgG1 (IgG1, 10 µmg/ml). Right panels, representative pictures of the experiments. Capillary 
tube formation was quantified by the ratio of linked to total cells and expressed as %. Mean ± 
SEM of 4 separate experiments, * p<0.05; ns, not significant.  
 
Figure 2. Migration of HMEC-1 induced by oxLDL and inhibition by anti-S1P mAb. 
Cell migration assays were performed using a Boyden chamber: HMEC-1 were seeded on 
Transwell inserts (8 µm pore size Polycarbonate Membrane). When indicated, oxLDL, the anti-
S1P mAb (aS1P, 10 µg/ml) or an isotype inactive IgG1 (10 µmg/ml) were added to the lower 
chamber, and cells were allowed to migrate for 12 h at 37°C. At the end, cells were fixed and 
stained with 0.5% crystal violet. Migratory cells were evaluated by elution of crystal violet with 
acetic acid and quantification by spectrophotometry (OD 570 nm) (A), or by cell counting on 
microphotographies of Transwell inserts and image analysis (Adobe Photoshop software) (B).  
In A, dose-response of oxLDL on cell migration. In B, inhibitory effect of anti-S1P mAb on 
migration induced by oxLDL (20 µg apoB/mL). The data are expressed as percent of the 
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unstimulated control and presented as mean ± SEM of at least 3 independent experiments, * 
p<0.05; ns, not significant. In C, Representative microphotographies of Transwell inserts 
stained by crystal violet. 
 
Figure 3. Activation of the SK1/S1P pathway by oxLDL and inhibition of oxLDL-induced 
formation of capillary tubes by DMS, FTY720 and KRP-203 and antioxidants.   
A, time-course of SK-1 activation by oxLDL (20 µg/ml), and B, dose-response of ox-LDL on 
SK-1 activation measured after 150 min of pulse. Enzyme activities are expressed as percent of 
the unstimulated control. C, determination of the S1P content in HMEC-1 stimulated by 
oxLDL (20 µg/ml) for 150 min. D, SK-1 activity in extracts from cells incubated for 150 min 
w/wo oxLDL (20 µg apoB/ml) and, when indicated, from cells preincubated with the SK 
inhibitor DMS (1 µmol/l) or the anti-S1P mAb (10 µg/ml) for 30 min before addition of 
oxLDL, or S1PR inhibitors FTY720 (2 µmol/l), and KRP203 (1 µmol/l), or NAC (1 mmol/l),. 
E,F. HMEC-1 were seeded on Matrigel as in Fig.1, and tube formation was induced by oxLDL 
w/wo DMS, or agents targeting S1PR, FTY720 (2 µmol/l), KRP203 (1 µmol/l), or antioxidants 
NAC (1mmol/l) and trolox (10 µmol/l). E, evaluation of angiogenesis as in Fig.1B. F, 
representative pictures showing the inhibitory effect of DMS, FTY720 and KRP203. The data 
are expressed as mean ± SEM of 3 to 4 separate experiments, * p < 0.05; ns, not significant.  
 
Figure 4. Exogenous S1P stimulates capillary tube formation by HMEC-1 - Inhibition by anti-
S1P mAb.  
A,B, HMEC-1 were seeded on Matrigel in the presence or absence of exogenous S1P and anti-
S1P mAb or irrelevant mAb or KRP-203, and capillary tube formation was evaluated as in 
Fig.1. In A, effect of increasing S1P concentration on capillary tube formation. In B, capillary 
tube formation by S1P (5 µM) and effect of anti-S1P or irrelevant mAbs. In A,B, the data are 
expressed as mean ± SD of 3 to 4 independent experiments, * p < 0.05, ns, not significant. 
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Figure 5. Human oxLDL stimulate angiogenesis in the murine Matrigel plug model. 
A,B. C57/BL6 mice were injected subcutaneously with 0.4 ml Matrigel containing on one flank 
PBS (control), and on the other flank, human native LDL (natLDL) or oxLDL. Plugs were 
removed after 2 weeks and photographied. A, representative macrophotographies of plugs 
containing PBS or oxLDLs (50 µg apoB/ml). Angiogenesis was evaluated by image analysis as 
indicated in Fig.S9-S10. B, quantitative evaluation of angiogenesis in plugs containing PBS 
(circles), oxLDL (squares) or natLDL (triangles). Each point represents the value of 
angiogenesis in one plug. Statistical analysis was performed using one-way Anova followed by 
Holm-Sidak test, each being compared to the PBS (0) control (SigmaStat sofware). Mean ± 
SEM are indicated by the doted line. * p < 0.05, ns, not statistically significant. C, mice were 
intravenously injected with FITC dextran, 10 min before killing. The plugs were removed, 
photographed by fluorescence microscopy and used for CD31 immunohistochemistry and 
DAPI staining. From left to right, representative microphotographies of neovascularisation 
visualized by FITC-dextran staining, plug sections labeled by anti-CD31 antibody and 
counterstaining by DAPI.  
 
Figure 6. Effect of anti-S1P mAb on oxLDL-induced angiogenesis in murine Matrigel plug  
Mice were injected with Matrigel containing 50 µg apoB/ml human oxLDL (hoL50) (A) or 
murine oxVLDL (moV50) (B). Mice were intraperitoneously injected every 3 days with the 
anti-S1P mAb (50mg/kg body weight) or the inactive isotype IgG1 (50mg/kg body weight) for 
2 weeks before removing the plugs and quantification of angiogenesis. Each point represents 
the angiogenesis score in one plug. Mean ± SEM are indicated by the doted line. Statistical by 
one way Anova followed and comparison with the PBS control by Holm-Sidak test (SigmaStat 
sofware) * p < 0.05, ns, not statistically significant. 
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ROLE DE LA SPHINGOSINE-1-PHOSPHATE DANS LA VASCULOPATHIE DE 
TRANSPLANTATION INDUITE PAR LES ANTICORPS ANTI-HLA 
 
Malgré les progrès réalisés dans le domaine de la transplantation d’organes, le rejet chronique vasculaire 
reste la principale cause de perte du greffon à long terme, et une des principales causes de mortalité chez les 
patients transplantés. Cette pathologie se caractérise par un remodelage vasculaire appelé artériosclérose de 
greffe ou vasculopathie de transplantation (VT) au niveau des artères du greffon, entrainant progressivement une 
perte de fonction de l’organe greffé. La prolifération et la migration des cellules vasculaires, en particulier des 
cellules musculaires lisses (CML) présentes dans la paroi des artères, participent au développement de la VT. 
Ces phénomènes induisent une obstruction lente, progressive et irréversible des artères du greffon participant 
ainsi au rejet chronique de greffe. Les anticorps produits par le patient, dirigés contre les molécules HLA du 
greffon, seraient une cause majeure de la VT. Cependant les mécanismes d’action de ces anticorps ne sont pas 
bien connus et, de fait, les traitements sont actuellement peu efficaces pour prévenir la VT et améliorer la survie 
des patients greffés. Les anticorps anti-HLA pourraient agir directement sur les cellules vasculaires via 
l’activation de voies de signalisation dont l’étude et la caractérisation permettraient de mieux comprendre les 
mécanismes cellulaires impliqués dans le développement de la VT. 
Le but de la thèse est d’étudier comment les anticorps anti-HLA induisent la prolifération et la migration 
des CML des artères du greffon. Nous nous sommes intéressés à une voie de signalisation de stress, mise en 
évidence dans l’équipe, qui met en jeu séquentiellement les métalloprotéases MT1-MMP et MMP-2, la 
sphingomyélinase neutre de type 2 (nSMase2) et la sphingosine kinase 1 (SK1). Notre hypothèse est que les 
anticorps anti-HLA, en se liant aux molécules HLA à la surface des CML des artères du greffon, activent cette 
voie, induisant ainsi la prolifération et la migration des CML. 
Notre étude porte sur l’implication de cette voie dans la VT, qui a été abordée avec des approches in vitro 
(lignées de CML humaine) et in vivo, avec un modèle pré-clinique de xénogreffe chez la souris 
immunodéficiente SCID/beige, greffée avec des artères mésentériques humaines en place de l’aorte abdominale. 
L’injection intraveineuse hebdomadaire d’anticorps anti-HLA à ces souris pendant 5 semaines permet de créer 
une réaction immunitaire humorale ayant pour conséquence le développement de la VT spécifiquement au 
niveau du greffon humain. 
Dans une première partie, nous avons démontré que les anticorps anti-HLA ont un effet prolifératif sur 
les CML humaines in vitro via une augmentation de l’activité de MT1-MMP, MMP-2 et nSMase2. Les 
inhibiteurs pharmacologiques des MMP et de nSMase limitent le développement de la VT induite par les 
anticorps anti-HLA in vivo. 
Dans une deuxième partie, nous avons étudié le rôle de SK1 et de la sphingosine-1-phosphate (S1P). 
Les anticorps anti-HLA activent SK1 dans les CML humaines. A l’aide d’inhibiteurs de SK1, S1P et de 
récepteurs de S1P (S1P1 et S1P3), nous avons montré que ces acteurs moléculaires participent à la prolifération 
ainsi qu’à la migration des CML induites par les anticorps anti-HLA in vitro. In vivo, les anticorps anti-HLA 
induisent une augmentation de la concentration plasmatique de S1P et l’utilisation des inhibiteurs 
pharmacologiques de S1P et de S1P1 permet de prévenir la VT induite par les anticorps anti-HLA, confirmant 
ainsi le rôle majeur de S1P dans cette pathologie. 
Dans une troisième partie, nous avons étudié les effets des anticorps anti-CMH sur des CML murines. 
Nous avons montré qu’ils stimulent la prolifération et la migration des CML via l’activation de SK1, la 
phosphorylation de ERK1/2 et une augmentation de l’expression de S1P3. Nous avons en perspective la mise au 
point d’un nouveau modèle de VT induite par des anticorps anti-CMH chez la souris. 
Nos travaux ont permis de mettre en évidence de nouvelles cibles thérapeutiques susceptibles de 
prévenir la VT. Le développement de nouveaux traitements associés aux immunosuppresseurs devrait permettre 
d’améliorer le taux de survie des greffons à long terme et la santé des patients transplantés. 
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